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par Gasrien. BERTRAND et R. C. BHATTACHERJEE. 


L’un de nous a fait connaitre, en 1922, les recherches qu’il 
avait entreprises avec B. Benzon (2) dans le but de savoir si 
d’aussi petites proportions de zinc que celles rencontrées dans 
lorganisme des animaux jouent un réle quelvonque dans les 
échanges nutritifs et le développement général de l’individu. 

Des souris provenant d’une méme portée avaient été parta- 
gées en deux lots et nourries, les unes avec des aliments minu- 
tieusement débarrassés du zinc qu’ils renferment toujours & 
état naturel, les autres avec les mémes aliments additionnés 
d’une portion de zinc égale & celle qui avait été soustraite 
(1/50.000°, soit 0 gr. 002 pour 100 grammes d’aliments). 

Le haut degré de purification des substances nutritives qu'il 
avait été nécessaire d’atteindre avait entrainé la disparition 
compléte des facteurs oligosynergiques de croissance et de 
santé que l’on désigne communément, depuis C. Funck, sous 


(1) Un extrait de ce mémoire a été publié dans les C. R. Ac. Sc., 198, 1934, 


p. 1823. 
(2) Gab. Bertranp et B. Benzon. Bull. Soc. Chim. biol., 6, 1924, p. 205 et Ces 


Annales, 38, 1924, p. 405. Voir aussi Gab. Brrtranp et H. Nakamura. Ces 
Annales, 39,1925, p. 328. 
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le nom de vitamines. Et, comme a cette époque, on ne con- 
naissait pas de vitamines pyres, mais seulement des prépara- 
tions vitaminées renfermant trop de zinc pour étre mises & 
profit sans enlever aux résultats toute leur rigueur, il avait 
fallu s’en passer. Dans ces conditions, les animaux élaient 
condamnés & mourir dans un délai assez court. Il a été reconnu, 
néanmoins, autant de fois que l’expérience a été reproduite, que 
les souris soumises au régime additionné de zine survivaient 
un peu plus longtemps que les souris alimentées sans zinc. 

On pouvait espérer, ainsi que cela a été exprimé en publiant 
ce résultat, que le jour ow l’on parviendrait & isoler les vita- 
mines 4 l'état pur, il serait possible d’obtenir, par leur adjonc- 
tion au régime synthétique, des différences de survies plus 
importantes entre les deux lots de souris et, par suite, une 
démonstration plus frappante de l’importance du zinc dans le 
phénoméne global de la nutrition. 

Or, des progrés remarquables ont été accomplis, au cours de 
ces derniéres années, dans le domaine des vitamines : grace & 
de nombreuses recherches, notamment de Willstatter, Drum- 
mond, von Kuler, Karrer, Steenbock, Rosenheim, Hess, Win- 
daus, Funck, Seidell, Smith, Ohdake, Szent-Gyédrgyi, les plus 
importantes de ces substances ont été obtenues a l'état défini 
ou, tout au moins, sous une forme trés concentrée, de haute 
activité physiologique. On ne risque plus alors d’introduire 
de zinc avec elles dans les régimes synthétiques. 

En outre, il a été découvert que le nickel et le cobalt comp- 
tent parmi les éléments de la matiére vivante, végétale (1) et 
animale (2), et quils interviennent comme le zinc, le fer et 
le manganése dans l’alimentation (3). 

Tenant compte de ces progrés, nous avons repris les expé- . 
riences de 1922 avec l’espoir d’arriver, si possible, & des preuves 


incontestables de limportance du zinc dans la nutrition des 
animaux. 


(1) Gab. Bertranp et M. Mokracnarz. Bull. Soc. chim., 37, 1925, p. 326, et 
47, 1930, p. 826; Ces Annales, 44, 1930, p. 543; N. G. Vernapsky. C. R. 475, 1922, 
p. 382. ‘ 

(2) Gab. Brrrranp et M. Macuesogur. Bull. Soc. chim., 37, 192% 4 

‘ e bay . » p. 934 et 39, 
1926, p. 942; Ibid., 42, 1927, p. 1213; C. RB. Ac. Sc., 482. 193 
1926, pp. 5 et 257. 882s) 102 De 


(3) Gab. Bertranp et H. Nakamura. Bull. Soc. chim. (4), 42, 1927 p. 32h 
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A part les modifications de régime que nous décrirons plus 
loin, nous avons suivi dans les nouvelles recherches la méme 
technique expérimentale que dansles précédentes. C’est ainsi que 
les jeunes souris ont été séparées de leur mére le vingt et uniéme 
jour aprés la naissance, au moment ou leur teneur en zinc est 
réduite au minimum; que ces souris ont été élevées isolément 
dans des conserves en verre, de fagon a éviler toute contami- 
nation métallique; que les lots ont toujours été constitués A 
partir d’animaux de la méme portée pour qu’ils soient aussi 
comparables que possible au point de vue physiologique, etc. 
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SURVIE EN-JOURS 


GRAPHIQUE A. 


Les substances alimentaires, organiques et minérales, ont 
été purifiées par les mémes procédés et avec les mémes soins, 
a cela prés que les traitements de la fécule, de la caséine, de la 
cellulose, du sucre de lait et du lactate de calcium ont été 
poussés plus loin encore, comme dans les recherches sur l’im- 
portance physiologique du nickel et du cobalt (1), de fagon a 
obtenir la plus grande garantie possible quant a l’élimination 
du zinc. Nous rappelons que, lors des expériences de 1922, 
100 grammes de ces substances purifiées renfermaient déja 
moins de 0 er. 00005 de zinc, quantité correspondant a la limite 
de sensibilité de la méthode d’analyse utilisée (2). 

Aprés leur purification, les substances alimentaires ont été 


(1) Loc. cit. 
(2) Gab. Bertranp et M. Javiturer. Bull, Soc. chim. (4), 3, 1907, p. 114. 
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mélangées et transformées en pate, a l’aide d’un peu d’eau, 
sans rien changer, ni dans les proportions, ni dans le mode 
opératoire, sauf l’adjonction d'une petite quantité de nickel et 
de cobalt : 0 gr. 00025 de chlorure de nickel et 0 gr. 0001 de 
sulfate de cobalt pour 100 grammes (1). 

Bien enlendu, ila été préparé séparément un mélange alimen- 
taire sans zinc pour les souris témoins et un mélange alimentaire 
additionné de zinc (0 gr. 010 de sulfate cristallisé équivalant 
& 0 gr. 002 de métal pour 100 grammes) pour les autres souris. 

Finalement, les mélanges, de consistance pateuse épaisse, 
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GRAPHIQUE B. 


ont été fagonnés en petits pains que l’on a cuits au four élec- 
trique. On conservait ces petits pains, préparés par portions 
d’& peu prés 125 grammes, dans des flacons bouchés a l’émeri 
et mis & la glaciére. Au moment de l'emploi, on les brisait en 
petits fragments que l’on distribuait chaque matin, en quantité 
suffisante, pour que les animaux en aient & discrétion. 

On a procédé autrement pour les vitamines. Celles-ci ont été 
administrées aux souris sous forme de solutions titrées, ver- 
sées par microgouttes sur un petit fragment de pain synthé- 
tique. Le fragment imprégné de vitamines a été donné avant 
le renouvellement de la ration journaliére; les animaux l’ont 
mangé presque toujours avec avidité. 


(1) Gab. Bertranp et H. Nakamura. Bull. Soc. chim. (4), 42, 1927, p. 321. 
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Nous avons pris : 1° comme vitamine A, ou plutdt comme 
source de vitamine A, du caroténe cristallisé, obtenu par nous 
ajpartirde laracine de carotte; ce carotene était dissous dans 
Vhuile d’olive et donné chaque jour a la dose de 0 gr. 00001 ; 
2° comme vitamine D, de l’ergostérol irradié, obligeamment 
préparé et titré par QO. Bailly, aussi en solution dans l’huile 
d’olive; une microgoutte de cette solution correspondait & la 
dose journaliére de 0 gr. 000001 de substance active; 3° enfin, 
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SURVIE EN JOURS 
GRAPHIQUE C. 


comme vitamines B' et B?, un extrait de levure de biére n° 34H, 
préparé par A. Seidell (1) et que nous avons enrichi d’aprés le 
procédé de M. I. Smith (2). L’activité de l’extrait était environ 
cent fois plus grande en vitamine B' et de soixante & soixante- 


(1) Araerton Semety et Victor Brracxer. Journ. of Amer. chem. Soc., 53, 1934, 

. 2288. 
. (2) Dans ce procédé, décrit dans vne communication privée de l’auteur, 
un échantillon de 20 grammes d’extrait de levure n° 34 H, qui, au point de 
yue de la vitamine B?, est environ huit fois et demie plus actif que la levure 
seche de brasserie avec laquelle il a été préparé, est mis a bouillir douce- 
ment au réfrigérant ascendant avec 100 cent. cubes d’alcool méthylique con- 
tenant 5 p. 100 d’acide chlorhydrique. La solution est concentrée 4 moitié, 
neutralisée partiellement avec du bicarbonate de sodium, et versée dans dix 


POIDS EN GRAMMES 


270 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


dix fois plus grande en vitamine B? que la levure séche. Il a été 
distribué, dissous dans l'eau, & la dose de 0 gr. 001 par jour. 

Nous n’ayons pas ajouté de vitamine antiscorbutique, la 
souris passant, avec le rat et le pigeon, pourne pas avoir besoin 
de cette substance. 


Nous avons expérimenté de deux manieres l’action des vita- 
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SURVIE EN JOURS 


Grapuiour D. 


mines. Lorsque les souris sont séparées de leur mére, & lage 
de vingt et un jours, elles renferment dans leurs organes une 
petite provision de vitamines capable d’assurer leur accroisse- 
ment & l'aide du pain synthétique pendant une ‘dizaine de 
jours. Utilisant cette observation et pour rendre plus apparente 
action des vitamines expérimentées, nous n’avons administré 


fois son volume d’acétone. Un précipité finement granuleux est obtenu qui, 


apres lavage et dessiccation, pése 2 gr. 3. C’est l’extrait enrichi dont nous 
nous sommes servis. 
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ces derniéres substances aux deux lots de souris, dans certaines 
de nos séries d'expériences, qu’a partir du dixigme jour. A ce 
moment, le poids des animaux cessait d’augmenter ou méme 
commengait & diminuer. Malgré la présence des vitamines, les 
souris appartenant aux lots sans zinc ont continué 4 maigrir, 
leur pelage s’est hérissé, puis elles sont mortes en quelques 
jours avec des troubles manifestes de l’équilibre, accompagnés 
de paralysie du train postérieur. Au contraire, Jes souris appar- 
tenant aux lots avec zinc, aprés avoir présenté parfois mais 
passagérement des symptémes de méme nature, ont main- 
tenu ou méme augmenté leur poids et ce n’est que beaucoup 
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GRAPHIQUE E. 


plus tard qu’elles ont, peu & peu, succombé. C’est ce que {l'on 
voit trés bien sur les graphiques des séries A, B, C, D et E. 

Nous avons aussi administré les vitamines aux animaux dés 
le premier jour de l’alimentation artificielle. L’allure des résul- 
tats n’a pas été modifiée ainsi que le montre le graphique de la 
série D. 

Au total, nos expériences ont été effectuées sur 22 animaux 
provenant de cing portées. Douze de ces animaux ont été soumis 
au régime alimentaire sans zinc et 10 au régime alimentaire 
contenant du zinc. 

Les 12 souris sans zine ont vécu de quatorze a vingt-trois 
jours, soit en moyenne seize jours neuf dixiémes, et les 10 sourrs 
avec zinc de cinquante-sept a soixante-quatorze jours,"soit en 
moyenne soixante-quatre jours quatre dixiémes. 
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Nousavons dosélezinc contenu dans les cadavres des animaux 
morts, apres avoir vidé aussi bien que possible le tube digestif. 
Les 12 souris du lot alimenté sans zinc renfermaient en moyenne 
0 milligr. 227 de métal et les 10 souris du lot ayant regu du 
zinc 0 milligr. 434. Ainsi, sur 1 milligramme au plus de métal 
présent dans le pain qu'elle ayait consommé, chacune des 
souris du dernier lot en avait fixé dans ses tissus 0 milligr. 207, 
en moyenne. 

Il a done suffi que les animaux assimilent environ 2/10 de 
milligramme du zinc contenu dans les aliments pour que leur 
survie expérimentale passe de deux a trois semaines, quand ils 
étaient soumis au régime sans zinc, 4 prés de deux mois et méme 
de deux mois et demi, lorsque ce régime était additionné d'une 
minime quantité de ce métal. 

Les résultats que nous publions aujourd’hui ne démontrent 
pas seulement d’une maniére indiscutable importance indi- 
viduelle du zinc dans l’alimentation des animaux, ils mettent 
en évidence l’action synergique du méme métal et des vita- 
mines, ou, tout au moins, de l’une des vitamines introduites 
dans le régime artificiel. 

Il est remarquable, en effet, que si le zinc n’est intervenu, 
en l’absence de vitamines, que dune maniére trés limitée 
dans les phénoménes de nutrition des animaux, les vitamines 
n’ont manifesté aucune action lorsqu’elles ont été administrées 
a l'exclusion de toute trace de zinc. ll y a la un fail nouveau 
et d’un intérét d’autant plus grand au point de vue biologique 
quil ne doit pas étre exceptionnel; & la lumiére d’autres obser- 
vations, il apparait plut6t comme un exemple particulitrement 
démonstratif de la synergie qui doit exister entre les nombreux 
facteurs dont dépendent les processus chimiques de la vie (1). 


(1) Voir 4 ce sujet : Gab. Berrraano : « Sur le bleuissementj de certains 
champignons du genre « Boletus ». Bull. Soc. chim. (3), 27, 1902, p. 453; Ces 
Annales, 16, 1902, p. 179; également : « Ueber die physiologische Bedeutung 
des Mangans und anderen Elemente die sich in den Organismen spurenweise 
vorfinden » (Zeits. f. angew. Chem,, 44, 1931, p. 917). 


MISE EN EVIDENCE 
DU VIRUS TUBERCULEUX DANS LE SANG 
PAR LA METHODE 
DES INJECTIONS D’EXTRAIT ACETONIQUE 
DE BACILLES DE KOCH. CARACTERES DES SOUCHES 
DE BACILLES TUBERCULEUX AINSI ISOLES 


par L. NEGRE et J. BRETEY. 


I] ressort, de tous les travaux des auteurs qui ont étudié la 
bacillémie tuberculeuse chez homme et les animaux par |’ino- 
culation du sang au cobaye ou par l'hémoculture de Liwen- 
stein, que la présence du bacille de Koch dans la circulation 
sanguine est intermilttente. 

A. Boqueta montré avec J. Valtis, que les bacilles tubercu- 
leux incculés sous la peau du cobaye & la dose de 0 milligr. 01, 
pénétrent tout d’abord dans la circulation lymphatique et qu’ils 
n’empruntent la voie sanguine que d’une maniére accidentelle, 
spécialement dans la premiére phase de l’infection. A. Saenz, 
quia effectué 500 hémocullures chez des malades tuberculeux, 
n’a eu que 5,2 p. 100 de résultats positifs pour le bacille de 
Koch. A part Lowenstein, la plupart des expérimentateurs qui 
ont étudié la bacillémie par Ja méthode de cet auteur, qui, 
d’aprés Saenz et Costil est presque aussi sensible que |’inocu- 
lation au cobaye, ont obtenu des résultats analogues. 

Depuis que nous avons montré, avec J. Valtis et F. Van 
Deinse, qu'il est possible, par la méthode des injections d’extrait 
acétonique de bacilles de Koch, de mettre en évidence le virus 
tuberculeux chez des cobayes préalablement inoculés avec un 
produit suspect, alors que l’inoculation seule de ce produit a 
cet animal et que son ensemencement sur les milieux a l’ceuf 
ont donné des résultats négatifs, nous avons cherché @ nous 
rendre compte si, par cette méthode nouvelle plus sensible, la 
bacillémie ne se révélerait pas plus fréquente. 


rw 
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J. Beerens a pu réaliser cette étude dans notre laboratoire 
avec le sang de 14 malades tuberculeux et prouver par ce pro- 
cédé eames de la bacillémie dans des cas ow l’inoculation 
seule ne l’avait pas révélée. 

Nous avons poursuivi nous-mémes des recherches semblables 
sur le cobaye tuberculeux dans les expériences suivantes. 

Le 27 octobre 1933, plusieurs cobayes recoivent sous la peau 
de la cuisse droite 0 milligr. 001 de la souche humaine Bar... 
Leur sang est prélevé stérilement 4 la seringue par ponction 
cardiaque sept heures, un, trois, sept, quinze, vingt-cinq, 
vingt-neuf, soixante-dix-sept et quatre-vingt-quatre jours apres 
cette inoculation et injecté & la dose de 2 cent. cubes sous la 
peau de la cuisse droite de 5 cobayes, dont 3 sont traités par 
des injections bi-hebdomadaires de 1 cent. cube d’extrait acéto- 
nigue (correspondant a 1 centigramme de corps microbiens secs). 


Expérience I. — 5 cobayes recoivent, le 27 octobre 1933, sous la peau de la 
cuisse droite, 2 cent. cubes de sang prélevé sept heures aprés l’inoculation 
sous-cutanée a un cobaye de 0 milligr. 004 de la souche humaine Bar.; 3 sont 
traités par des injections sous-cutanées bi-hebdomadaires d’extrait acélo- 
nique de bacilles de Koch. 

Le 11 décembre, les cobayes traités et les cobayes témoins sont éprouvés 
par injection intradermique de tuberculine. Les cobayes trailés seuls réa- 
gissent faiblement. 

Ces derniers sont sacrifiés le 9 janvier 1934. On constate une légére hyper- 
trophie de leurs ganglions sous-lombaires droits et trachéo-bronchiques. 
Bien qu’on n’y trouve pas de bacilles de Koch, ces ganglions sont broyés, 
traités par l’acide sulfurique, ensemencés sur le milieu de Léwenstein et 
inoculés sous la peau de 5 cobayes. Cet ensemencement et cette inoculation 
sont restés négatifs. 

Les cobayes témoins sont sacrifiés les 15 et 27 février. L’un ne présente 
aucune hypertrophie ganglionnaire. Une granulation suspecte sur un poumon 
ne contient pas de bacilles acido-résistants. L’autre a ses ganglions ingui- 
naux et trachéo-bronchiques légérement hypertrophiés, mais on ne réussit 
pas a y déceler la présence de bacilles. 


Expérience Il. — 5 cobayes regoivent, le 28 octobre 1933, sous la peau de 
la cuisse droite, 2 cent. cubes de sang prélevé vingt-quatre heures aprés 
inoculation sous-cutanée A un cobaye de 0 milligr. 0041 de la souche humaine 
Bar.; 3 sont trailés par des injections bi-hebdomadaires d’extrait acétonique 
de bacilles de Koch. 

Un cobaye témoin meurt prématurément. 

Le 11 décembre, les cobayes traités réagissent posilivement A une intra- 
dermo-réaction tuberculinique. Chez le cobaye témoin survivant, la méme 
réaction est négative. 

Les cobayes sont sacrifiés le 12 janvier. Un n’a aucune hypertrophie gan- 
glionnaire, ni aucune lésion. Les deux autres ont leurs ganglions inguinaux 


VIRUS TUBERCULEUX DANS LE SANG 275 


et sous-lombaires droits et leurs ganglions trachéo-bronchiques légerement 
hypertrophiés. La rate de l'un d’eux est granuleuse. Bien que la recherche 
des bacilles de Koch y soit demeurée négative, ces ganglions et cette rate sont 
broyés, traités par l’acide sulfurique, ensemencés sur milieu de Lowenstein 
et inoculés sous la peau de 5 cobayes. 

Trois semaines aprés, les colonies A aspect rugueux d’un bacille acido- 
résistant se développent sur les tubes ensemencés. Les cobayes inoculés en 
méme temps, sacrifiés six semaines aprés l’inoculation, sont tuberculeux. 

Le 1" mars, le cobaye témoin survivant est éprouvé a la tuberculine par 
intra-dermo-réaction et donne une réaction positive. Il est sacrifié le 23 mars, 
six mois aprés son inoculation. Dans son ganglion sous-lombaire droit lége- 
rement hypertrophié, on ne trouve pas de bacilles. Ce ganglion, ainsi que 
les ganglions trachéo-bronchiques et la rate sont broyés, traités par l’'acide 
sulfurique, ensemencés sur milieu de Lowenstein et inoculés sous la peau 
de 5 cobayes. Cet ensemencement et cette inoculation sont restés négatifs. 


Exeérience III. — 5 cobayes recoivent, le 30 octobre 1933, sous la peau de 
la cuisse droite, 2 cent. cubes de sang prélevé trois jours aprés l’inoculation 
sous-cutanée a un cobave de 0 milligr. 001 de la souche humaine Bar.; 3 sont 
traités par des injections bi-hebdomadaires d’extrait acétonique de bacilles 
de Koch. 

Un mois aprés, un cobaye traité et un cobaye témoin meurent sans lésions. 

Le 11 décembre, les deux cobayes traités survivants réagissent a l’intra- 
dermo-réaction tuberculinique par un léger érythéme. Le cobaye témoin ne 
réagil pas. 

Le 9 janvier 1934, la méme réaction devient légérement positive chez ce 
dernier. 

Les deux cobayes traités sont sacrifiés le 12 janvier. Leurs ganglions ingui- 
naux et sous-lombaire droits sont légerement hypertrophés. L’un d’eux pré- 
sente un abcés de la cuisse. On ne trouve pas de bacilles dans les ganglions 
et dans le pus de cet abcés. Ils sont traités par l’acide sulfurique, ense- 
mencés sur milieu de Lowenstein et inoculés sous la peau de 5 cobayes. Cet 
ensemencement et cette inoculation sont restés négatifs. 

Le cobaye témoin réagit encore légérement a la tuberculine le % février. 
Il est sacrifié le 23 mars suivant. Dans son ganglion sous-lombaire droit lége- 
rement hypertrophié et dans sa rate granuleuse, on ne trouve pas de bacilles. 
Ce ganglion et cette rate sont broyés et inoculés sous la peau de 5 cobayes. 
Ceux-ci, morls six semaines apres d'une infection intercurrente, ne présentent 
aucune lésion tuberculeuse. 


Expértence IV. — 5 cobayes recoivent, le 3 novembre 1933, sous la peau de 
la cuisse droite, 2 cent. cubes de sang prélevé sept jours apres l’inoculation 
sous-cutanée & un cobaye de 0 milligr. 001 de la souche Bar.; 3 sont traités 
par des injections d’extrait acétonique de bacilles de Koch. 

Le 11 décembre, les cobayes traités et les cobayes témoins réagissent 
positivement a une intradermo-réaction tuberculinique. Sacrifiés le 26 jan- 
vier 1934, ils présentent des lésions des ganglions et de la rate qui con- 
tiennent des bacilles de Koch. 


fxpkrience V. — 5 cobayes recoivent, le 10 novembre 1933, sous la peau 
‘de la cuisse droite, 2 cent. cubes de sang prélevé quinze jours aprés lino- 
culation sous-cutanée A un cobaye de 0 milligr. 001 de la souche humaine 
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Bar.; 3 sont traités par des injections bi-hebdomadaires d’extrait acéto- 
nique de bacilles de Koch. 

Un cobaye traité et un cobaye témoin meurent prématurément. Tous les 
autres réagissent positivement a la tuberculine le 9 janvier. Ils meurent peu 
aprés d'une infection intercurrente avec une hypertrophie des ganglions 
inguinaux et sous-lombaires droits qui contiennent de rares bacilles de Koch. 


Exeériencs VI. — 5 cobayes recoivent, le 24 novembre 1933, sous la peau 
de la cuisse droite, 2 cent. cubes de sang prélevé vingt-ciny jours apres 
linoculation sous-cutanée a un cobaye de 0 milligr. 004 de la souche humaine 
Bar, 3 sont traités par des injections bi-hebdomadaires d’extrait acélonique 
de bacilles de Koch. 

Un cobaye témoin meurt prématurément. Les cobayes traités réagissent 
par un léger épaississement de la peau a une intradermo-réaction tubercu- 
linique pratiquée le 9 janvier 1934. Le cobaye témoin survivant ne réagit pas. 

Les cobayes traités sont sacrifiés les 17 et 24 janvier et le 24 mars suivants. 
Leurs ganglions inguinaux et sous-lombaires droits sont trés légérement 
hypertrophiés. Ces ganglions et les rates sont broyés, traités par l’acide 
sulfurique, ensemencés sur milieu de Lowenstein et inoculés sous la peau 
de 5 cobayes. Cet ensemencement et cette inoculation ont donné des résul- 
tats négatifs. 

Le cobaye témoin, sacrifié le 23 mars, n’a pas de lésions. 


Expérience VII. — 5 cobayes recoivent, le 25 novembre 1933, sous la peau 
de la cuisse droite, 2 cent. cubes de sang prélevé vingt-neuf jours apres 
Yinoculation sous-cutanée 4 un cobaye de 0 milligr. 001 de la souche humaine 
Bar.; 3 sont traités par des injeclions bi-hebdomadaires d’extrait acétonique 
de bacilles de Koch. 

Un cobaye traité meurt prématurément. 

Le 26 janvier 1934, les cobayes traités réagissent posilivement a une intra- 
dermo-réaction tuberculinique. Chez les cobayes témoins, cette réaction est 
négative. 

Un des cobayes trailés est sacrifié le 30 janvier. Ses ganglions inguinaux 
. et sous-lombaires droits, du volume d’un petit pois et ramollis,-contiennent 
des bacilles de Koch. Ils sont broyés, traités par l’acide sulfurique, ense- 
mencés sur milieu de Lowenstein et inoculés sous la peau de 5 cobayes. 
Des colonies 4 aspect rugueux d’un bacille acido-résistant se sont déve- 
loppées sur les tubes ensemencés. Les cobayes inoculés en méme temps 
sont devenus tuberculeux. 

Le second cobaye traité, sacrifié le 27 février, présente un ganglion sous- 
lombaire droit hypertrophié dans lequel on ne trouve pas de bacilles de Koch. 

Les cobayes témoins, éprouvés & la tuberculine le 19 mars, ne réagissent 


pas. Sacrifiés le 12 avril, ils ne présentent aucune hypertrophie ganglion- 
naire ni aucune lésion. 


Expérience VIII. — 8 cobayes recoivent, sous la peau de la cuisse droite, 
2 cent. cubes de sang prélevé soixante-dix-sept jours aprés l’inoculation 
sous-cutanée 4 un cobaye de 0 milligr. 001 de la souche humaine Bar.: 3 sont 
traités par des injections bi-hebdomadaires d’extrait acétonique de bacilles 
de Koch. Deux cobayes traités meurent prématurément. Le troisiéme cobaye 
traité et les deux cobayes témoins, sacrifiés deux mois et demi apres l’ino- 
culation ne présentent aucune lésion. 
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Expérignce IX. — 5 cobayes recoivent, sous la peau de la cuisse droite, 
2 cent. cubes de sang prélevé quatre-vingt-quatre jours aprés l’inoculation 
sous-culanée 4 un cobaye d’un pus tuberculeux contenant la méme souche 
que celle employée dans les expériences précédentes. 3 sont traités par des 
injections bi-hebdomadaires d’extrait acétonique de bacilles de Koch, 2 sont 
conservés comme témoins. Les 3 cobayes traités ont, cinquante-deux jours 
aprés l’inoculation, de gros ganglions inguinaux. 

L’un d’eux est sacrifié. Ses ganglions inguinaux et sous-lombaires droits 
sont hypertrophiés. I présente un abcés intramusculaire de la cuisse droite. 
Ces ganglions qui contiennent des bacilles de Kooh, sont broyés, traités par 
Tacide sulfurique et ensemencés sur milieu de Léwenstein. Les cobayes 
témoins, trois mois aprés leur inoculation, ont une intradermo-réaction a la 
tuberculine négative; ils sont alors sacrifiés et ne présentent aucune lésion. 

L’ensemencement de ces ganglions bacilliferes a donné des colonies de 
bacilles tuberculeux d’aspect rugueux. 


En résumé, les résultats ont été les suivants : 


RESULTATS RESULTATS 
Peek BE A a Poulenc cone Pnen ere lene 
entre l'inoculation virulente BE Ronit ealtse atlinaites 
Chari nese, dersane par l’extrait acétonique par l’extrait acétonique 
de BK de BK 
TAMOWIRES 6 Goh oan, 6s 0 0 
Ae INCUTCSiee eels) sees 0 ~ 
Sp) OURS arolrmis meten ce coe 0 0 
7 KOSS 4g og oo G8 + ao 
NSS HOBIIS glee GS a Gill a + 
PPNOW 4s Bg Go aoc 0 0 
Diet OULES are ve) tate Westen: 0 + 
TULARE: 96 Gea en ge oF 0 0 
SAS OUTS ce es is) sec 0 + 


Nous avons donc obtenu, par |‘inoculation seule, 7 résultats 
négatifs et 2 résultats positifs pour les prélévements de sang 
effectués le septiéme et le quinziéme jour aprés |’infection des 
cobayes. 

Pendant les périodes ou l'inoculation seule a donné des 
résultats négatifs (avant le septiéme jour et aprés le quinziéme 
jour), nous avons eu 3 résultats positits de plus, lun a la 
vingt-quatritme heure, le second le vingt-neuviéme jour, le 
troisiéme le quatre-vingt-quatriéme Jour chez des cobayes qui, 
inoculés avec les mémes échantillons de sang, ont été soumis 
a des injections sous-cutanées répétées d’extrait acétonique de 
bacilles de Koch. 

Dans ces trois cas, les cobayes inoculés avec le sang et traités 
réagissaient positivement & une intradermo-réaction tuberculi- 
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nique; dans le premier cas, leurs ganglions inguinaux et sous- 
lombaires droits étaient hypertrophiés, la rate granuleuse, 
mais il n'a pas été possible d’y déceler des bacilles de Koch, 
quoique leur ensemencement sur milieu de Léwenstein ait 
donné une culture rugueuse de bacilles tuberculeux virulents 
pour le cobaye. 

Dans le deuxiéme cas, un cobaye inoculé avec le sang et 
traité avait un ganglion inguinal et sous-lombaire droits du 
volume d’un petit pois, ramollis, dont le pus contenait des 
hacilles de Koch et a donné une culture rugueuse de bacilles 
tuberculeux virulents pour le cobaye. Dans le troisiéme cas, 
un cobaye inoculé avec le sang et traité présentail une hyper- 
trophie des ganglions inguinaux et sous-lombaires droits dans 
lesquels on a trouvé des bacilles tuberculeux qui ont été isolés 
sur milieu de Lowenstein. Leur culture rugueuse s’est mon- 
trée virulente pour le cobaye. 

Dans le premier cas, le cobaye témoin a réagi a la tubercu- 
line trés tardivement, cing mois aprés l’inoculation de sang. 
Sacrifié six mois aprés Vinoculation, on n’a pas trouvé de 
bacilles de Koch dans ses ganglions. L’ensemencement de ces 
derniers sur milieu de Léwenstein et leur inoculation a 5 
cobayes est restée négative. 

Les cobayes témoins des deux autres cas n’ont jamais réagi 
a la tuberculine. 


Caractéres des bacilles tuberculeux isolés. 


La souche qui a été utilisée dans ces expériences a été isolée 
d'une adénite humaine. Inoculée dans la veine du lapin & la 
dose de 1 milligramme, elle ne lui donne, au bout de quatre & 
six semaines, que quelques rares granulations pulmonaires. A 
la dose de 0 milligr. 04 par la méme voie, on ne constate en 
général aucune lésion chez cet animal aprés la méme période. 
Il s’agit done d’un bacille de type humain. Cette souche est 
d'une virulence moyenne pour le cobaye. Cing semaines aprés 
une inoculation sous-cutanée de 0 milligr. 001, cet animal pré- 


sente de grosses lésions ganglionnaires et de nombreux tuber- 
cules sur la rate. 
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4° Propriftés PATHOGENES DE LA SOUCHE ISOLEE DU SANG 
d + - 
DUN COBAYE VINGT-QUATRE HEURES APRES SON INFECTION. 


Le pouvoir pathogéne de cette souche dont les colonies se 


présentent sous l’aspect rugueux, a été étudié chez le cobaye, 
le Japin et la poule. 


Expérience. — Le 26 mars 41934, 2 cobayes recoivent sous la peau 4 milli- 
gramme de cette souche. 


Ils meurent les 10 et 14 avril avec de grosses lésions ganglionnaires et des 
tubercules sur la rate. 

Deux autres cobayes recoivent sous la peau, A la méme date, 0 milligr. 04 
de cette souche. Ils meurent les 16 et 18 avril avec des lésions ganglionnaires 
et des granulations sur la rate. 


ExpErieNcE. — 2 lapins recoivent dans la veine, le 26 mars 1934, 1 milli- 
gramme de cette souche. Ils sont sacrifiés le 26 avril. L’'un présente un semis 
de pelites granulalions confluentes sur les deux poumons et quelques gra- 
nulations sur la rate, autre une tuberculose massive des poumons avec une 
rate hypertrophiée. L’ensemencement sur milieu de Lowenstein de ces der- 
niers organes a permis d’en isoler des colonies de bacilles tuberculeux a 
aspect lisse. 

Les coupes histologiques des poumons du premier lapin, effectuées par 
notre collegue M. Bablet, que nous tenons A remercier, montrent des folli- 
cules tuberculeux typiques a centre caséeux avee cellules géantes tres nom- 
breuses, souvent rapprochées et tendant a la confluence. Dans le caséum, 
on trouve de rares bacilles longs et gréles. 

A la méme date, 2 autres lapins recoivent dans la veine 0 milligr. 04 de la 
méme souche. 

Un, sacrifié le 4 mai, présente de nombreuses granulations sur les deux 
poumons, et deux tubercules sur le rein droit. A l’examen histologique, ces 
poumons contiennent des blocs épithélioides a centre parfois caséeux, englo- 
bant de nombreuses alvéoles et quelques bronches Les cellules géantes sont 
rares. 


Expérience. — 2 poules inoculées dans la veine le 26 mars 1934 avec 4 milli- 
gramme et 0 milligr. 04 de cette souche, sont sacrifiées le 1 mai. Elles n’ont 
aucune lésion. 


Nous venons de voir que l’ensemencement des poumons du 
lapin qui a recu dans la veine 1 milligramme de cette souche, 
a donné sur le milieu de Lowenstein des colonies 4 aspect lisse 
qui, au réensemencement suivant, ont repris l’aspect rugueux. | 

Cette culture lisse, inoculée sous la peau du cobaye a la dose 
de 1 milligramme et de 0 milligr. 01, l’a tuberculisé. 

Expétrience. — Je 8 juin, 1 lapin recoit dans la veine 1 milligramme de cette 


variante lisse. Il meurt vingt jours aprés avéc une congestion des poumons 
qui contiennent d’assez nombreux bacilles. 
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A la méme date, 2 lapins recoivent dans la veine 0 milligr. 01 de cette 
variante lisse. L’un d’eux, sacrifié le 26 juillet, présente 15 a 20 granulations 
sur chaque poumon, et 3 a 4 sur chaque rein. Les granulations sont nom- 
breuses sur la rate. L'autre meurt le 25 octobre suivant. Il présente d’énormes 
lésions confluentes sur les poumons et quelques tubercules sur la rate et les 
reins, ces derniers en chou-fleur. 

Deux lapins qui ont recu dans la yeine, le 8 juin, 0 pales 001 de cette 
variaate lisse, sont sacrifiés le 25 juillet. Ils n’ont que 4 ou 5 granulations a 
la base de chaque poumon. 


Expérienct. — 2 poules recoivent, le 8 juin, dans la veine 1 milligramme 
et 0 milligr. 01 de cette variante lisse. Sacrifiées le 26 juillet, leurs organes 
ne présentent aucune lésion et ne contiennent pas de bacilles. 


Apres sept mois de réensemencements sur pomme de terre 
glycérinée, la souche a colonies rugueuses, isolée du sang de 
cobaye, conserve le méme pouvoir pathogéne pour le lapin. 


Expérrence. — Le 4 septembre 1934, 2 lapins recoivent dans la veine 1 milli- 
gramme de cette souche. Ils meurent le 3 et le 15 octobre avec une granulie 
pulmonaire presque confluente. 


Expérience. — Le 4 septembre 41934, 2 lapins regoivent dans la veine 
§ milligr. 01 de cette souche. 

Un est sacrifié le 4 octobre. Il présente des tubercules presque confluents. 
L’autre meurt le 3 décembre avec de nombreux tubercules pulmonaires et 
un tubercule sur un rein. 


Expirience. — Le 7 octobre 1934, 2 lapins recoivent dans la veine 0 milligr. 001 
de cette souche. 

Un est sacrifié le 15 novembre. Il ne présente que quelques granulations 
sur les poumons. 

Le second, sacrifié le 21 décembre, n’a que de rares tubercules sur les pou- 
mons. Les autres organes sont normaux. 


Expérience. — Le 9 octobre 1934, 4 lapin regoit dans la veine 0 milligr. 0004 
de cette souche. 

Il est sacrifié le 24 décembre et ne présente que 2 granulations sur les 
poumons. 


2° Proprigtks PATHOGENES DE LA SOUCHE ISOLEE DU. SANG 
D'UN COBAYE VINGT-NEUF JOURS APRES SON INFECTION. 


Cette souche présente pour le cobaye le méme pouvoir patho- 
gene que la souche originelle et que celle isolée du sang d’un 
cobaye vingt-quatre heures aprés son infection. Comme cette 
derniére, elle n’a aucun pouvoir pathogéne pour la poule, mais 
elle donne, par la voie veineuse, des lésions an lapin. 


VIRUS TUBERCULEUX DANS LE SANG 284 


Expérience. — Le 26 mars, 2 lapins recoivent dans la veine 1 milligramme 
de cette souche. Sacrifiés le 27 avril, l'un présente un semis de petites gra- 
nulations assez nombreuses sur les deux poumons. La rate est hypertro- 
phiée. L’autre a des granulations moins nombreuses sur les poumons, avec 
une rate trés hypertrophiée. L’ensemencement de ces poumons sur milieu 
de Lowenstein a donné des colonies a aspect rugueux. 

A la méme date, 2 lapins regoivent dans la veine 0 milligr. 01 de cette 


souche. Ils sont sacrifiés le 4 mai et n’ont que 4 a 5 tubercules a la base de 
chaque poumon sans autres lésions. 


Cette souche, trois mois aprés son isulement du sang, ne 
donne plus de lésions au lapin par inoculation intraveineuse 
de 1 milligramme et 0 milligr. 01. Sa virulence reste la méme 
pour le cobaye. 


3° Proprittés PATHOGENES 
DE LA SOUCHE ISOLEE DU SANG D’UN COBAYE 
QUATRE-VINGT-QUATRE JOURS APRES SON INFECTION. 


Cette souche a, pour le cobaye, le méme pouvoir pathogéne 
que les souches précédentes. 

Les lapins inoculés dans la veine avec 0 milligr. 01 pré- 
sentent, au bout de cing a six semaines, de trés nombreuses 
granulations sur les poumons et le foie, rares sur la rate et 
sur les reins. 

D'aprés l’examen histologique de M. Bablet, les poumons 
présentent des lésions exsudatives étendues du lype pneu- 
monie caséeuse, les bronches sont desquamées ou envahies, 
les bacilles acido-résistants sont peu nombreux, disséminés 
dans les lésions caséeuses. 

Le foie est congestionné et hémorragique. I] présente des 
nodules réactionnels histioleucocytaires 4 centre caséeux, pas 
de cellules géantes. 

La rate a une pulpe rouge hémorragique avec quelques ilots 
épithélioides parfois caséifiés, et avec de rares cellules géantes. 

Le rein présente de la congestion et une dégénérescence 
cytolytique de nombreux tubes contournés, quelques follicules 
histiolymphocytaires & centre caséeux avec rares bacilles acido- 
résistants. 

Les poules inoculées dans la veine avec 1 milligramme et 
0 milligr. 01 de ces bacilles et sacrifiées au bout de six semaines 
et de trois mois, n’ont présenté aucune Iésion. 
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Aprés plusieurs mois de réensemencements, cette souche, 
inoculée au lapin par voie veineuse & la dose de 0 milligr. 01, 
0 milligr. 001 et 0 milligr. 0001, lui donne les lésions sui- 
vantes : 


Dose de 0 milligr. 01, cing semaines aprés linoculation, l’animal sacrifié 
présente de grosses lésions pulmonaires et de nombreuses petites granula- 
tions sur le foie, rares sur Ja rate et les reins. 

Dose de 0 milligr. 001, aprés cing & sept semaines, assez nombreux tuber- 
cules pulmonaires. 


Dose de 0 milligr. 0001, aprés sept semaines, assez nombreuses lésions 
pulmonaires d’aspect granulique. 


Ces trois souches ont donc présenté, au moment de leur iso- 
lement, les mémes caractéres : colonies rugueuses, de bacilles 
virulents pour le cobaye et pour le lapin; non pathogénes pour 
la poule. 

Aprés quelques mois de réensemencements, une de ces 
souches a perdu sa virulence pour le lapin; les deux autres 
Vont conservée. 


Conclusions. 


Il ressort de ces expériences qu’on peut, dans certains cas, 
par la méthode des injections d’extrait acétonique de bacilles 
de Koch, révéler la présence du virus tuberculeux dans le sang 
d’un animal tuberculeux alors que l’ineculation du méme pro- 
duit au cobaye est restée négative. 

Comme dans les expériences de J. Beerens, les souches de 
bacilles tuberculeux & colonies rugueuses qui ont été obtenues 
par ensemencement des lésions de ces cobayes sur milieu de 
Lowenstein, sont virulentes pour cet animal et n’ont aucun 
pouvoir pathogéne pour la poule. | 

Elles déterminaient, au moment de leur isolement, par 
inoculation intraveineuse au lapin a la dose de 1 milligramme 
et de 0 milligr. 01, apparition sur les poumons et souvent sur 
les autres organes, des Iésions granuliques du type Yersin. A 
la dose de 0 milligr. 001, les lésions sont moins nombreuses. 

Deux de ces souches, quoique de provenance humaine, con- ° 
servent encore, apres plusieurs mois de réensemencements sur 
pomme de terre glycérinée, des caractéres pathogénes pour le 


VIRUS TUBERCULEUX DANS LE SANG 283 


lapin, mais les lésions observées aprés inoculation intravei- 
neuse des mémes doses n'ont plus le méme aspect granulique. 
L’autre souche a perdu sa viruleuce pour le lapin aprés un 
certain nombre de réensemencements. 

Comme l'un de nous I’a constalé avec J. Valtis, le pouvoir 
pathogéne de ces souches pour le lapin ne peut pas s’expli- 
quer par une modification de leurs propriétés biologiques sous 
influence de l’extrait acétonique de bacilles de Koch. Il ne 
peut non plus s’agir de bacilles virulents préexistant dans 
Vorganisme des cobayes ou provenant du milieu extérieur, 
d’aprés les expériences de contréle que nous avons faites. 

Il semble done que les caractéres de ces souches proviennent 
de l'état sous lequel le virus tuberculeux est révélé dans le 
sang par l’extrait acétonique. 

L’un de nous a constaté, avec J. Valtis, F. Van Deinse et 
J. Beerens, que les résultats sont les mémes lorsqu’on opére 
avec des filtrats de produits pathologiques sur bougie Cham- 
berland. 

Quelle que soit la nature des éléments filtrables du virus 
tuberculeux, on peut supposer que les injections répétées des 
substances ciro-graisseuses bacillaires, par leur influence acti- 
vante, mettent en évidence le virus tuberculeux sous une forme 
qui na pas la virulence du bacille de Koch et qui, par ce fait, 
ne peut pas étre décelé par l'inoculation au cobaye, méthode 
considérée jusqu’a présent comme la plus sensible. 
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VALEUR IMMUNISANTE 
DU BCG ET DES VACCINS TUES POUR LE COBAYE 


par M. Juces DARANYI, 
Professeur d’hygiéne publique 4 l'Université de Budapest. 


Robert Koch avait déja cherché 8 provoquer l’immunisation 
au moyen de tuberculine ou encore de bacilles morts. Mais 
imoculation préalable de tuberculine, comme nous le savons 
depuis les expériences d’Arloing, Trudeau, Mollers, etc., n’exerce 
pas une influence favorable sur l’immunité contre la tubercu- 
lose. Behring choisit une meilleure méthode et essaya d’immu- 
niser des veaux en leur inoculant des bacilles de la tuberculose 
humaine, peu virulents pour les bovins (« bovovaccin »). Romer 
a montré qu’on ne peut immuniser contre la tuberculose ni au 
moyen d’extraits de bacilles, ni par des bacilles morts ou non 
virulents, mais seulement au moyen de bacilles de faible viru- 
lence. Il y a immunité spécifique tant qu’il y a tissu tubercu- 
leux. Calmette estimait suffisante, pour maintenir l’immunité, 
la symbiose de son bacille de faible virulence, le BCG, avec le 
tissu lymphatique de l’intestin. Toutes ces recherches ont 
eu pour effet d’introduire la notion de « ’immunité par infec- 
tion » (Infektionsimmunitat). Néanmoins, lefficacité de Vino- 
culation des bacilles morts est encore soutenue par des savants : 
Langer (D.m. W., 1913-1925) reeommande le vaccin mort, Raw 
(Brit. med. J., 1925, p. 741), le vaccin tué avec ménagement; 
Maragliano (Ann. Ist. Maragliano, Ill, 3, 223, 1933) affirme 
aujourd’hui encore que l’immunisation peut étre produite par 
des bacilles morts et non pas seulement par des bacilles vivants. 
Mais les recherches ultérieures n’ont pu confirmer cette these. 
G. Kirchner (Ces Annales, aodt 1929), qui fit destexpériences 
d’immunisation au moyen de bacilles tués par la chaleur, en 
effectuant l’épreuve sous-cutanée au moyen de bacilles bovins 
virulents, a constaté que les altérations tuberculeuses des 
cobayes traités étaient de méme étendue que celles des témoins. 
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Chez les cobayes, par contre, qui avaient recu des inoculations 
sous-cutanées de BCG, les Iésions & la suite d’une infection 
ultérieure, étaient beaucoup moindres et se présentaient plus 
tard que chez les témoins. Chez les singes, Kirchner n’a pas 
trouvé d’aussi bons résultats. Avec le vaccin tué de Langer, 
Seligmann et Gutfeld (Zit. nach Mecklenburg. Kl. W., 1929-1934) 
n’ont pu non plus provoquer ni allergie, ni immunité sur des 
cobayes. De méme, selon les expériences de Lange (Ergebn. d. 
ges. Tb. forschg., Bd. 1), aprés le traitement par des bacilles 
morts, il se manifeste une résistance bien moindre qu’avec les 
bacilles de faible virulence. La plupart des expérimentateurs 
opérant sur les animaux reconnaissent au vaccin de faible viru- 
lence, au BCG, une certaine action favorable. 

Calmette se livra, le premier, & des expériences consistant 
a faire absorber du BCG & de jeunes cobayes et, au bout de 
trois mois, des bacilles virulents. D’une maniére générale, les 
animaux ainsi inoculés vécurent plus longtemps et présente- 
rent des altérations moindres que celles des témoins (Calmette : 
La vaccination préventive, p. 111). 

Uhlenhut (Zétschr. f. Immunforschg 1930, Bd. 65) a confirmé, 
par quelques expériences sur des bovins, que le vaccin de Cal- 
mette avait un certain effet favorable. Sur 6 animaux (exposés 
dans une étable 4 la contamination naturelle), 2 restérent sains; 
quant aux autres, ils présentérent des altérations moindres que 
celles des témoins (6) qui succomberent tous & une grave tuber- 
culose & marche rapide. Mais il obtint un résultat semblable a 
celui du vaccin de Calmette par l’inoculation préventive d’une 
souche de laboratoire dont la virulence était réduile dans une 
grande mesure. Les recherches de Noury et Beerens sur des 
cobayes donnérent également de bons résultats (C. R. Soc. Brol., 
1932). Brunzema et Kaufmann (Zéschr. f. Hyg., Bd. 115, 1933) 
obtinrent un résultat assez favorable en inoculant du BCG a 
des cobayes, des moutons et des bovins qui furent ensuite 
infectés (l'étendue des altérations fut environ deux fois moins 
grande que chez les sujets témoins). Boquet (C. R. Soc. Biol., 
1931 et 1932) se livra également a des expériences consislant en 
inoculation de bacilles tuberculeux a des cobayes, soumis trois 
& quatre semaines plus tard & une superinfection par inocula- 
tion intratesticulaire, sous-cutanée et endodermique, et fit des 
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examens histologiques trés précis pour étudier l'influence de 
Vinoculation sur la superinfection. I constata qu’’ la seconde 
inoculation, la dispersion des bacilles virulents s’effectue avec 
un notable retard, c’est-a-dire que la résistance des animaux a 
la superinfection s’accroit. C’est ce qui, en tout cas, ne contredit 
pas nécessairement les expériences de Krause, Peters, Debré, etc., 
suivant lesquels les tubercules se développent plus vite a la 
superinfection, s'ulcérent plus promptement et présentent 
davantage une tendance & la guérison; ce qui correspond 
@ailleurs & la réaction allergique des tissus, depuis longtemps 
connue, et au phénoméne de Koch. Rupilius (Beztrg. z. Klin. d. 
Tbe., 1933.) compare surtout la durée de la vie chez les 
cobayes vaccinés et infectés et chez les cobayes témoins (les 
sujets traités au BCG vécurent en moyenne deux cent quatre- 
vingt-dix-huit jours, les témoins en moyenne cent quarante- 
six). Birkhaug (Am. Rev. of Tbc., 27, 1933), en faisant absorber 
du BCG a des cobayes nouveau-nés, ne constata aucun effet 
immunisant, contrairement au résultat favorable obtenu par 
Vinoculation ordinaire (infection sous-cutanée ou intracutanée). 
Cette résistance est, selon lui, environ le double de celle des 
témoins. Négre, par contre (Presse méd., 1934, p. 1924), dans 
ses récentes expériences, a trouvé chez des cobayes ayant 
absorbé du BCG et soumis ensuite & une infection intra- 
oculaire, un processus plus lent et moins étendu que chez les 
sujets témoins. Mais il a utilisé pour l'infection une souche de 
moindre virulence. Bruno Lange, en expérimentant sur des 
veaux nouveau-nés auxquels il avait fait absorber du BCG, 
n’est pas arrivé non plus a des résullats concluants. Chez le 
veau l'inoculation sous-cutanée a donné des résultats un peu 
meilleurs. Mais, dans la tuberculose, il ne peut guére étre ques- 
tion d'‘immunité absolue. Dans la plupart des recherches, on 
n’a pris pour critére de l'immunité que le fait que les animaux 
restaient ou non en vie, quils mouraient plus tot ou plus tard, 
le début et extension des processus. 

Nos expériences sur des animaux se différencient des précé- 
dentes par le grand nombre (400) des cobayes employés, ainsi 
que par le mode del’infection par voie aérogéne, par pulvérisalion 
(infection par « spray »). Nous avons procédé a Vinoculation 
de bacilles vivants, mais de faible virulence (BCG) et de bacilles 
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morts sur divers cobayes. Nous nous proposions de voir par 
quelles sortes de bacilles est produite l’allergie qui exerce le plus 
influence sur l’immunité des tissus. Afin de reproduire les 
les conditions naturelles et pour mieux mettre en évidence la 
résistance des tissus, nous avons procédé a la superinfection 
par pulvérisation des cobayes vaccinés au moyen de bacilles 
virulents. Le professeur Guérin, de l'Institut Pasteur de Paris, 
a bien voulu mettre & notre disposition la souche BCG. Chaque 


Rigs Ay 


cobaye a recu la quantilé d’une anse normale de platine, émul- 
sionnée dans 1 cent. cube de solution physiologique. Comme 
vaccin mort, nous avons employé une souche bovine, a raison 
d’une masse humide de 40 milligrammes dans une solution 
physiologique au sublimé de 20 cent. cubes (1 : 250 sublimé 
1 partie, 19 parties vaccin=solution de sublimé & 1 : 5.000). 
Dans une série d’expériences, nous avons en outre employé, 
chez la moitié des animaux, du vaccin au phénol, c’est-a-dire 
des bacilles bovins tués en les exposant pendant une heure & 
une température de 60° et conservés ensuite dans une solution 
physiologique avec 1/2 p. 100 de phénol. La quantité inoculée 
était de 2 milligrammes environ. Les animaux vaccinés plus de 
deux mois avant l’infection subirent deux inoculations a une 
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semaine d’intervalle. L’endroit des vaccinations était la partie 
inférieure de l’'abdomen, ot, l’inoculation cause tout au plus 
une faible altération locale. Nous avons procédé & l’infection 
pour tons les animaux simultanément en les soumettant pen- 
dant un temps égal a la pulvérisation de la méme souche ou, 
dans les grandes expériences, d’un mélange égal de souches 
bovines et humaines, c’est-a-dire dans des conditions compléte- 
ment identiques. La pulvérisation était effectuée pendant dix 
secondes dans une cloche de verre fermée a l’un des cétés par 
une toile & travers une ouverture de laquelle on passait le nez du 
cobaye; a l'autre extrémité, le pulvérisateur était appliqué a la 
distance de 25 centimétres environ (fig. 4). 

Les animaux furent tués deux mois ou trois mois aprés l’in- 
fection. A la dissection, le lieu de linoculation, Jes ganglions 
trachéo-bronchiques, le ganglion de Virchow, le foie, la rate et 
les poumons ont été examinés et les tubercules comptés : a cet 
effet, nous avons pris pour unité un amas de tubercules de la 
grosseur d'une téte d’épingle pour comparer & cette unité les 
autres valeurs et déterminer ensuite la valeur moyenne & l’in- 
térieur d’un groupe. En dehors des cobayes inoculés, 7 cobayes 
sains, non inoculés, servant de témoins, ont également été traités 
par la pulvérisation. Les tableaux ci-dessous montrent les résul- 
tals de nos expériences : 


Tasieau I. 


INTERVALLE NOMBRE 
entre de tubercules 


Vinoculation NOMBRE 
Ai ie INOCULATION 


pulvérisation 
en semaines 


d’animaux 


Poumons 


Vaccin de bacilles humains tués. 
Vaccin de bacilles humains tués. 
BCG. 

Vaccin de bacilles humains tués. 
Vaccin de bacilles humains tués. 
BCG. 

.|Vaccin de bacilles humains tués. 
Vaccin de bacilles humains tués. 
BCG. 

Vaccin de bacilles humains tués. 
Mae de bacilles humains tués. 


Seo eee 


G98 3 [tS sof 8 6.898 
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Sujets témoins .|Infection par pulvérisation sans 


inoculation préalable. 


Il résulte des tableaux ci-dessus que l’inoculation tant de BCG 
que de bacilles morts est loin de donner une immunité absolue. 

Cependant on peut constater qu’a la suite des inoculations 
de BUG, le processus est de moindre étendue. L’inoculation 
de bacilles morts ne donne nullement cet effet favorable; il 
semble méme, selon le tableau II, qu’en cas d’inoculations pra- 
tiquées de deux semaines & deux mois avant l’infection, on 
observe plutdt une influence défavorable. Dans la seconde 


Tasieau II. 


ETENDUE 
du processus 
(unité = téte d’épingle) 


INTERVALLE 
entre 
l'inoculation INOCULATION 


du hile 


inguinaux 


et la S 


GANGLIONS 
GANGLIONS 


pulvérisation 


NOMBRE b ANIMAUX 


Poumons 


INOIS eee | Gr, 

mois. . .|Vaccin de bacilles 
humains et bovins 
tués. 

MOS ee | BUG. 

mois. . .|Vaccin de _ bacilles 
humains et bovins 
tués. 

moiSes 2s |GGe 

mois. ..|Vaccin de bacilles 
humains et bovins 
tués. 

semaines .|BCG. 

semaines .|Vaccin de_ bacilles 
humains et bovins 
tués. 

semaines .|BCG. 

semaines .!]Vaccin de bacilles 
humains et bovins 
tués. 

semaines .|BCG. 

3 semaines .|Vaccin de bacilles 
humains et boyins 
tués. 

semaines ./BCG. 

semaines .|Vaccin de bacilles 
humains et bovins 
tués. 
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expérience en masse, il y eut infection mixte (humaine et 
bovine), ce qui a peut-étre modifié le résultat. Si nous avons 
eu recours & l’infection mixte, c'est & proprement parler parce 
que les souches humaines utilisées n’étaient pas toujours d'une 
virulence suffisamment sire. En ce qui concerne la phase dite 
négative, elle apparait tout au plus (deux a six semaines avant 
infection) dans le cas d’inoculation de bacilles morts et surtout 
dans le cas de la forte infection signalée au tableau Il. Dans 
infection par le seul type humain, selon le tableau I, /effet 
du BCG est meilleur, en général, que dans | infection mixte. 
Dans cette expérience, le traitement par les bacilles morts 
montre également un effet heureux, mais plus faible qu’avec 
le BCG. Ces derniéres expériences n’ayant eu lieu qu’a court 
intervalle (infection a été effectuée un mois aprés l inoculation) 


TaBLeau III. 


| INTERVALLE 


entre 

| Vinoculation 
et la 

| pulvérisation 


INOCULATION 


inguinaux 
du hile 


GANGLIONS 
GANGLIONS 


en semaines 


NOMBRE PD’ ANIMA! X 


Vaccin de bacilles humains 
et bovins tués. 

BCG. 

'Vaccin de bacilles humains 
et bovins tués. 

BCG. 

Vaccin de bacilles humains 
et bovins tués. 


du hile 
FOIE 
RATE 

POUMONS 


GANGLIONS 
inguinaux 
GANGLIONS 


Sujets témoins. MODE DINFECTION 
(Sans inoculation 
préalable.) 


NOMBRE D ANIMAUX 


ee 


Pulvérisation. 7 — V4 24 43 66 


| 
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et sur un nombre assez restreint d’animaux, elles ne peuvent 
passer pour des preuves absolues, mais elles viennent &l’appui 
des résultats favorables du tableau II. En général, les altérations 
des ganglions trachéo-bronchiques, premiers filtres des bacilles, 
sont plus grandes, surtout chez les animaux inoculés depuis 
longtemps, que chez les sujets témoins, principalement au dela 
de la quatriéme semaine, ce qui s’explique peut-étre par le 
caractére plus intense de la défense. Avant de les tuer, nous 
avons également effectué sur les animaux des réactions intra- 
cutanées & la tuberculine, mais les résultats en étant médiocre- 
ment concluants, nous ne les avons pas portés au tableau. 

Le résultat des expériences sur les animaux, s’il n’est pas trés 
grand, affirme l’utilité du vaccin BCG. Le cobaye étant l’animal 
le plus sensible, l’infection artificielle par pulvérisation a chez 
lui un effet extrémement accusé. Dans linfection naturelle, il 
est cerlain qu'il entre moins de bacilles dans l’organisme. En 
tout cas, ces expériences ne confirment nullement celles de 
Nobel (sur les cobayes) et de Nohlen (sur les singes) qui n’ont 
constaté aucune espéce d’immunisation par le BCG. 

Une constatation intéressante (tableau II 6) est que /’inocu- 
lation de BCG dans un organisme déja infecté, du moins dans 
les semaines suivant immédiatement l’infection, semble plutét 
intensifier le processus, et que de la premiére semaine a la troi- 
siéme, il semble que celte intensification s accroisse. C’est ce 
quin’apparait pas, en revanche (aprés l’infection), en cas d’ino- 
culation de bacilles morts. Levitan, Lokhoff et Kosmodemanski 
(cit. Journ. of the Am. Med. Assoc., 1931) n’ont pas vu de diffé- 
rence par rapport aux sujets témoins, en inoculant du BCG a 
des cobayes et des lapins préalablement infectés, mais l’infec- 
tion, la date et le mode d’inoculation n’élaient pas les mémes 
que dans nos expériences. Les expériences de ces auteurs ne 
prouvent pas que le traitement par le BCG peu de temps (une 
a trois semaines) aprés l’infection n’aggrave pas le processus. 

Nos expériences justifient 4 leur tour la précaution a l’égard 
de Vinoculation de BCG chez les sujets déja infectés. Dans ces 
expériences, avec le type humain seulement (tableau I), & la 
suite de l’infection par pulvérisation, nous avons obtenu des 
tubercules trés uniformes et faciles 8 compter, tandis qu’en cas 
d'infection mixte (type humain et type bovin), les tubercules 
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ont présenté des différences de dureté trés frappantes. Nous 
compléterons encore nos expériences dans ce sens & |’égard de 
l'infection mixte et del’infection au moyen d’une souche unique. 

Ce qui ressort avec certitude, tant de nos propres expériences 
que de celles des autres chercheurs, c’est que la vaccination 
par le BCG est extrémement inférieure en efficacité & la vacci- 
nation contre la variole, c’est-a-dire de immunisation pour 
ainsi dire absolue, et qu'elle n’atteint peut-étre méme pas 
Vefficacité absolue de la vaccination contre la diphtérie, contre 
la fidvre typhoide ou le choléra. Cependant, on ne peut nier un — 
résultat favorable dans les expériences sur des animaux. Si 
nous pouvons, chez un animal aussi complétement dépourvu 
de défense contre la tuberculose que le cobaye, exercer par 
‘inoculation un effet tel que les progrés de l’infection, c’est-a- 
dire de la maladie, en soient retardés, nous avons le droit de 
supposer qu'une certaine défense naturelle étant donnée et en 
cas de contamination naturelle, beaucoup plus légére que I’arti- 
ficielle, la défense contre la maladie, principalement au moyen 
de bacilles comme le BCG, d’une virulence trés affaiblie mais 
vivants, est possible. 

Arrivé 4 la fin de cette étude, je tiens & remercier M™ le 
D° Héléne Hilko, quia pratiqué, selon mes instructions, les 
inoculations en masse et les dissections des cobayes. 


CONCLUSION. 


Des expériences ont été faites au moyen de vaccins de bacilles 
de Koch et, deux semaines & six mois aprés inoculation, par 
infection aérogéne (pulvérisation) de bacilles bovins et 
humains virulents. Les résultats ont été les suivants : 

1° Les cobayes traités (2 inoculations sous-cutanées) au 
moyen du vaccin BCG présentent, en général, en cas d’infec- 
tion par pulvérisation deux semaines a six mois aprés l’inocu- 
lation, des processus tuberculeux moins élendus que les sujets 
témoins ou les animaux traités de la méme maniére au moyen 
de bacilles de Koch morts. La phase dite négative n’apparait 
guére que dans les premiéres semaines en cas d’invculation de 
bacilles morts et de forte infection. 


2° L’altération des ganglions trachéo-bronchiques, par contre, 
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chez les animaux traités par le vaccin BUG est, surtout aprés 
la troisiéme semaine, plus étendue que chez les sujets témoins. 
Ici, le réle de ces ganglions peut étre comparé a celui d’un 
filtre ou d’une digue. 

3° En traitant les cobayes par le BCG aprés l’infection par 
pulvérisation, apparaissent progressivementau bout de une, deux 
et trois semaines, des altérations tuberculeuses plus graves que 
chez les sujets témoins et chez les animaux traités de la méme 
maniére avec des bacilles tués. Cela justifie la recommandation 
de Calmette de n’inoculer ce vaccin, surtout s'il s’agit d’adultes, 
qu’a des individus ne réagissant pas a la tuberculine, c’est-a- 
dire non infectés. 


a 


SUR LES VARIATIONS 
DES PNEUMOCOQUES CONSERVES 
EN DEHORS DE L’ORGANISME 


par L. COTONI et J. POCHON. 


Depuis longtemps, et en particulier dans ces derniéres 
années, les variations microbiennes ont été l’objet de nom- 
breuses études. Chez des bactéries diverses, Arkwright, de 
Kruif, Cowan, Andrewes ont montré l’existence de plusieurs 
variétés de colonies. Chaque variété posséde en propre un fais- 
ceau de caractéres morphologiques, bio-chimiques et immu- 
nologiques. Les variations des pneumocoques avaient été depuis 
longtemps signalées (Neufeld, Truche, Cotoni et Raphael, 
Friel, L. Stryker), mais elles ont été beaucoup mieux connues 
aprés les recherches fondamentales de F. Griffith (1) [1923] 
sur les divers types de colonies. Sous les noms de smooth 
(lisse) et rowgh (rugueux), proposés par Arkwright, dés 1921, 
chez d’autres espéces, on désigne donc deux états, deux 
« phases » du pneumocoque. 

La variété S a des colonies transparentes d’aspect classique ; 
ses cultures liquides, uniformément troubles, dissoutes par 
les sels biliaires, agglutinées par l’antisérum préparé avec les 
germes du méme groupe, tuent la souris et parfois le lapin. 
La variété R a des colonies rugueuses; ses cultures liquides 
sont d’aspect grumeleux, résistent & la lyse biliaire, sont agglu- 
tinées par les sérums normaux et dépourvues de pouvoir 
pathogéne. La variété S peut se transformer en R aprés pas- 
sages dans des milieux additionnés d’antisérum homologue 
(Griffith) ou de bile (Amoss, Reimann) ou aprés culture a 39°. 
Nous avons observé le méme résultat par simple vieillisse- 
ment d’une culture. Pour Vhistoire de ces variétés nous ren- 
voyons aux travaux des auteurs. 


(14) Reports on Public Health and Med. Subjects, Ministry of Health, n° 48, 
Londres, 1923. : 
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Reimann (1) a observé des variations chez les échantillons de 
pheumocoque repiqués en série dans le bouillon, additionné 
ou non de bile, d’antisérum, d’optochine, et a vu apparaitre 
un mélange de colonies S et R. 

Nous désirons, pour notre part, atlirer l’altention sur des 
variations spontanées du pneumocoque, variations que nous 
avons pu, dans cerlains cas observer jour par jour. Tous ceux 
gui ont manié des pneumocoques d'une facgon suivie ont peut- 
étre enregistré des faits analogues, qu'il n’est pas inutile de 
signaler aux chercheurs. 

L’un de nous, avec Truche et M'* Raphael (2), a signalé 
autrefois des variations portant sur la solubilité dans la bile et 
le pouvoir pathogéne chez les pneumocoques conservés & la 
glaciére par le procédé de la gélatine (3), et repiqués & plu- 
sieurs mois d’intervalle. On peut, par exemple, assister a la 
chute de la virulence, la solubilité demeurant parfois intacte : 
tel échantillon de pneumocoque, soluble et virulent (tuant la 
souris sous la peau a 10—'! cent. cube, le lapin & 10—7 cent. 
cube, le cobaye 41 cent. cube), conserve sa solubilité pendant 
seize mois, tandis que baisse son pouvoir pathogéne, (il ne tue 
plus la souris qu’a 10 —® cent. cube, le lapin & 10? cent. 
cube, et est devenu inoffensif pour le cobaye). Dans d’autres 
cas, la perte de la virulence peut s’accompagner de perte de la 
solubilité, le retour de la virulence s’accompagner du retour 
de la solubilité : témoin tel échantillon étudié autrefois, inso- 
luble et peu ou pas virulent pour la souris de décembre a 
mars, puis devenant, en mai, soluble et virulent au point de 
tuer la souris sous la peau, 48 10—° cent. cube. Témoin encore 
un autre échantillon soluble et virulent pour la souris lors de 
son isolement de l’organisme humain, qui devient insoluble et 
avirulent sept mois aprés, puis au treiziéme mois soluble et 
virulent, définitivement insoluble et avirulent deux ans aprés 
son isolement. 

Voici deux exemples plus récents de variations concernant 


x 


plusieurs propriélés & la fois, étudiées 4 partir de colonies 
isolées. Si l’on peut nous reprocher de n’avoir pas utilisé la 


(4) J. Exp. Med., 4, 1925, p. 587. 
(2) Ces Annales, 27, 1913, p. 886. 
(3) Ibid., 26, 1912, p. 1. 
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technique unicellulaire plus rigoureuse, ces faits ont été assez 
minutieusement observés pour étre relatés. 

Le pneumocoque El., du fype I, est isolé en mars 1925. Il 
offre tous les caractéres des pneumocoques virulents, tue le 
lapin sous la peau a 10° cent. cube et est conservé en géla- 
tine, 4 la glaciére, suivant notre technique habituelle, sans que 
ses caractéres varient pendant plus de huit ans. En janvier 
1934, c’est-a-dire prés de neuf ans aprés |’isolement, on s’aper- 
coit que cet échantillon pousse agglutiné en eau peptonée glu- 
cosée (2 p. 1.000). On étudie alors de plus prés la culture que 
nous appellerons El. 25. Elle est devenue presque insoluble 
dans les sels biliaires, mais tue encore, parla voie sous-cutanée, 
la souris & 10-5 cent. cube et le lapin & 10 —' cent. cube; 
centrifugée, elle est précipitée légerement par les antisérums I 
et Il. Comme cette culture se montre a la fois znsoluble et viru- 
lente, on soupconne qu’elle est constituée par un mélange de 
eermes possédant des propriétés diverses : cette hypothése va 
se trouver vérifiée. 

L’ensemencement sur gélose-sang [formule de Griffith (1)]} 
fournit en effet deux variétés de colonies (voir le tableau 
ci-joint). 

De ces colonies, les unes, en goutte de cire (2), ont un centre 
et des bords surélevés, réguliérement arrondis, séparés par une 
dépression circulaire et fournissent, aprés repiquage en milieu 
liquide, une culture avirulente, insoluble, hyperagglutinable, 
légérement précipitable par les antisérums | et I], non hémoly- 
tique. Cette variété s’est montrée stable dans ses caractéres, au 
cours des repiquages ultérieurs. 

Les autres colonies, plus petites, ont un aspect misérable, 
tout a fait différent de celui des colonies de pneumocoques 
virulents, des contours irréguliers, une surface légerement gra- 
nuleuse, au reflet mat et terne de crépe de Chine. En milieu 
liquide, elles fournissent des cultures solubles, exclusivement 
agelutinables et précipitables par l’antisérum I. Mais la culture- 
fille qui suit celle-ci offre des caractéres tout différents : elle 


(1) Loc. cit. 


(2) Cette dénomination s’applique uniquement a l’aspect des colonies de 


Péchantillon El. et nous ne prétendons lui attribuer aucune valeur de classi- 
fication en général. 
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est insoluble, hyperagglutinable, non hémolytique, non préci- 
pitable par l’antisérum, et virulente pour la souris (dose mor- 
telle, sous la peau : 10-5 cent. cube); en un mot, elle a 
presque les mémes caractéres que la culture El. 25. Des tenta- 
tives de dissociation faites sur gélose-sang, & partir d’un troi- 
siéme passage (T*) en eau peptonée glucosée ne fournissent 
qu'un seul type de colonies, en goutle de cure, identiques aux 
colonies de la culture El. 25. Ces colonies donnent naissance en 


Cliché Deflandre-Bretey. 


Fic. 1. — a, colonies « crépe de Chine » (virulentes); 
6, colonies « goutte de cire » (avirulentes). 


milieu liquide & une culture (T‘) soluble et avirulente. Cette 
fois-ci, pas de colonies du type « crépe de Chine » : la culture 
a entitrement dégénéré dans le troisitme passage en eau 
peptonée. 

La culture T* encore virulente a été injectée & la souris. Au 
sorlir de l’animal, premiére culture ¢ soluble et agglutinable 
par lantisérum I, non hémolytique, deuxiéme culture (@) tar- 
divement soluble et virulente (dose mortelle : 10 —5 cent. cube). 


Pour vérifier encore l’hypothése du dédoublement, un isole- — 
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ment est fait sur gélose-sang; il redonne & nouveau les deux 
types de colonies décrites. 

En résumé, il s’agit d'un germe qui montre, lors de passages 
en milieu liquide, deux types de colonies. Les unes paraissent 
définitivement dégénérées, les autres conservent, sauf un aspect 
anormal des colonies, les caractéres des pneumocoques authen- 
tiques, mais, lors de nouveaux repiquages, présentent & deux 
reprises le méme dédoublement. Finalement, la souche qui a 
toujours été cullivée in vitro dégénére en totalité lors d’un der- 
nier passage; la souche inoculée & la souris continue a se 
dédoubler. Tout se passe comme si, a chaque génération et a 
partir dune souche virulente — que celle-ci provienne d’une 
colonie unique ou d'un passage par souris — wne partie des 
germes présentart une mutation définitive vers la forme dégé- 
nérée. A noter que dans le cas observé par nous, les germes 
sont insolubles et avirulents ou solubles et aussi virulents que 
ceux de la culture origine El.25 (dose mortelle : 10—5 cent. 
cube). Nous n’avons pas trouvé de formes intermédiaires. 

Voici maintenant un deuxiéme exemple de variation spon- 
tanée observé par nous. Le pneumocoque Lev. du type III est 
isolé d’un crachat pneumonique. Les colonies offrent l’aspect 
classique en larmes, la culture liquide est uniformément 
trouble, dissoute en quelques minutes par les sels biliaires et 
tue la souris, par voie ‘sous-cutanée, & 10—° cent. cube, le 
lapin 4 10—? cent. cube, le cobaye a 10—1' cent. cube; elie 
est exclusivement agglulinée et précipitée par l’antisérum du 
type Il. On repique cet échantillon conservé & Ja glaciére, en 
gélatine, depuis son isolement, c’est-a-dire depuis seulement 
douze jours, pour préparer une provision d’antigéne. Deux 
passages successifs sont faits en eau peptonée glucosée 
(2 p. 4.000) & douze heures d’intervalle, puis aprés un passage 
en macération d’estomac de pore glucosée (2 p. 1.000), on 
ensemence plusieurs litres de ce dernier milieu, & 35°. La 
croissance s’opére trés vite; mais, aprés dix-huit heures, au 
moment de centrifuger la culture, quelle n’est pas notre sur- 
prise d’apercevoir des grumeaux volumineux déposés au fond 
des ballons... 

Nous étudions alors fa culture et constatons, qu’auto-agglu- 
tinable, elle est devenue en méme temps zmso/udle dans les sels 
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biliaires. Sur gélose Martin glucosée, ce ne sont plus les colo- 
nies en larmes bien connues, mais de petites colonies opaques, 
glissant sur gélose lors du prélévement et s’effritant & toute 
tentative d’émulsion. Cette culture d’aspect insolite, une fois 
centrifugée, n’est plus précipitable par l’antisérum III et con- 
servera ses caracteres stables au cours de repiquages ultérieurs. 

Pour ce pneumocoque III, comme pour le pneumocoque I pré- 
cédent, nous avons eu la curiosité de suivre pas & pas les diffé- 
rents stades de la dégradation. Un tube de culture incorporée & 


Cliché Deflandre-Bretey. 


Fic. 2. — a, colonies opaques (avirulentes) ; 
b, colonies transparentes (virulentes). 


la gélatine a été extrait de la glaciére, et ensemencé en eau 
peptonée glucosée (2 p. 1.000), puis des passages quotidiens 
ont été faits dans ce dernier milieu. Les quatre premiers pas- 
sages, ensemencés sur gélose, ont fourni uniquement des colo- 
nies en larmes d’aspect classique. Aw cingwiéme passage, tla 
culture liguide, jusqu’ici uniformément trouble, présente un 
dépdt léger et se dissout mal dans les sels biliaires, mais ses 
caractéres d’agelutination et de précipitation sont encore nor- 
maux. Repiquée sur gélose, elle fournit deux variétés de colonies 
trés différentes : les unes, les plus nombreuses, déja signalées, 
petites, opaques, trés saillantes, d’aspect laiteux, glissant sur 
agar, d'autres, beaucoup plus rares, deux & trois fois plus 
grandes, plates, transparentes, portant une éminence & leur 
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centre. Dés le septiéme passage, la culture liquide arrive A pos- 
séder les méme caractéres que la culture des gros ballons pré- 
cédemment décrite : grumeleuse, agglutinée, insoluble, non 
précipitable par l’antisérum III et ne possédant plus qn’un type 
unique de colonies sur la gélose, les colonies opaques. 

Chacun de ces échantillons de pneumocoque a montré a un 
certain stade de sa dégradation, comme on l’a remarqué, deux 
variétés de colonies, d’aspect et de pouvoir pathogéne diffé- 
rents. On a noté encore que dans Je cas du pneumocoque EL., 
les germes solubles et virulents ne possédaient pas de colo- 
nies S, pas plus qu’aux germes avirulents et insolubles ne 
correspondaient des colonies du type « rough ». Nous avons 
fait la méme remarque chez de nombreux échantillons de pneu- 
mocoque en voie de dégradation spontanée : en ce cas, les carac- 
téres des échantillons virulents tels que virulence, solubilité, 
pouvoir hémolytique, agglutinabilité et précipitabilité par 
Vantisérum, disparaissent sans que les colonies deviennent 
rugueuses : bien au contraire, elles prennent souvent un aspect 
luxuriant et gras. 

Nous avons d’autre part observé des colonies S et R d’aspect 
tranché au cours de repiquages quotidiens de divers pneumo- 
coques | et Il dans du bow2llon additionné d’antisérum homo- 


4 + . A La 
logue (5 - En ce cas, on voit apparaitre sur gélose-sang ou 


gélose Martin glucosée (2 p. 1.000), dés les premiers passages, 
les colonies rugueuses mélées aux colonies lisses, puis les 
rugueuses exclusivement. Kn méme temps, les germes perdent 
a la fois virulence, solubilité, pouvoir hémolytique, agglutina- 
bilité et précipitabilité par l'antisérum. I] existe donc, au cours 
de la dégradation du pneumocoque, d’autres aspects de colo- 
nies que l’aspect « rough ». Blake et Trask (1), cultivant le 
pneumocoque dans le bouillon additionné d’antisérum, ont 
signalé toute une série d’aspects intermédiaires entre les colo- 
nies S et R typiques. Certaines de ces formes sont stables, 
d’autres non. Des formes inlermédiaires ont été également 
observées par d’autres auteurs (Yoshioka, Paul, Reimann, 


Dawson). 


(1) J. Bact., 25, 1933, p. 289. 
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Un récent travail trés documenté de Dawson (1) pose @ nou- 
veau la question complexe des colonies pneumococciques. Ge 
sont trois types de colonies, et non pas deux seulement, qu'il 
faudrait compter chez le pneumocoque : un lype muqueux, 
correspondant aux pneumocoques virulents, le type « smooth » 
classique qui, pour Dawson, représente 4 la vérité une variété 
«rough » de pneumocoque, enfin, le type «rough » proprement 
dit. Dawson figure des formes de transition allant des colonies 
du deuxiéme typea celles du troisiéme type et vice versa. Comme 
lui, nous avons observé des formes de passage intermédiaires 
entre les deuxiéme et troisiéme types, dans la culture de divers 
pneumocoques en bouillons additionnés d’antisérums homo- 
logues. Dawson pense que ces dénominations de colonies doi- 
vent étre révisées chez le pneumocoque et unifiées pour les diffé- 
rentes especes microbiennes. Nous croyons également que le 
terme rough a pris une acception mal définie. Appliqué d’abord 
a Vaspect irrégulier de certaines colonies, ce terme désigne 
maintenant, sous la plume de divers auteurs, l'état dégradé 
de certains pneumocoques, sans que ces échantillons possédent 
des colonies rugueuses. On peut aussi se demander si le simple 
aspect d’une colonie permet toujours de préjuger infaillible- 
ment de ses propriétés. I! serait utile d’adjoindre & la descrip- 
tion des colonies le signalement de leurs principales propriétés 
biologiques. Il faudrait tenir compte des facteurs multiples qui 
peuvent faire varier l’aspect des colonies : technique d’ense- 
mencement, composition du milieu, différences inhérentes a 
Véchantillon microbien étudié, etc. 

ll est possible d’ailleurs que les aspects divers des colonies 
correspondent A différents modes ou peut-étre a différentes 
vitesses de variation du pneumocoque. En pratique, la conser- 
vation in vitro aboutit d'une fagon presque inéluctable a des 
changements parfois trés étendus des caractéres. Mais les échan- 
tillons se comportent, a cel égard, de fagon diverse. Depuis 
longtemps, Truche et Pun de nous (2) signalions des pneumo- 
coques & virulence stable, d'autres 4 virulence fragile, pour le 
lapin. Les nombreux faits observés depuis lors ont confirmé 
notre opinion. Certains échantillons conservent leur activité 


(1) J. Path. Bact., 29, 1934, p. 323. 
(2) Ces Annales, 26, 1912, p. 530. 
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pour la souris et le lapin pendant de longues années (cas El.), 
tandis que chez d’autres elle peut fléchir dés les premiéres 
semaines apres l’isolement (cas Lév.). Farago (1) note avec 
raison que les phénoménes de dissociation s’observent chez les 
pneumocoques virulents. 

La variation peut intéresser deux caractéres, virulence et 
solubilité, ou encore virulence et agglutinabilité. Dans les 
passages en antisérum, nous avons vu souvent l’agelutinabilité 
disparaitre avant la précipitabilité. Les variations peuvent inté- 
resser simultanément toute une série de caracléres. Elles se 
produisent brusquement, ou apparaissent insensiblement, 
s’étendant sur plusieurs années, avec des oscillations jusqu’a 
la chute irrémédiable. Une fois produite, la dégénérescence 
parait définitive, les passages par Jes animaux réussissent seu- 
lement & retarder son apparition. La méme observation a été 
faite par Reimann. Le degré de dégénérescence varie suivant 
les échantillons et les méthodes de dégradation. Nous n’avons 
jamais vu, chez les pneumocoques dégénérant lentement au 
cours de plusieurs années, reparaitre, d'une fagon durable, les 
propriétés primitives. Au contraire, chez un pneumocoque dont 
la culture répétée en houillon-antisérum avait modifié les pro- 
priétés, nous avons vu reparaitre certaines d’entre elles, au 
cours de passages dans un antisérum hétérologue. 

Quelle est l’orzgzne de ces variations? Le changement soudain 
de milieu imposé aux pneumocoques pathogénes qui viennent 
d’étre extraits de l’organisme joue sans doute un role important. 
Toutefois, cette dégénérescence ne se révéle parfois & nos yeux 
que plusieurs années seulement aprés la sortie des germes de 
lorganisme. Aussi ne peut-on affirmer que ce changement de 
milieu soit la cause unique des variations. Par ailleurs, si les 
pneumocoques gardés in vitro se modifient, les pneumocoques 
conservés in vivo par passages chez les animaux ne restent pas 
non plus immuables. Les échantillons trés virulents demeurent 
virulents, comme Truche et l’un de nous (2) l’avons vu, au 
cours des passages par souris et lapin, mais les pneumocoques 
moins actifs peuvent cesser de faire des passages. Dans l’orga- 
nisme humain, on a signalé des différences entre les pneumo- 


(4) Zentralbl. f. Bakt. Orig., 125, 1932, p. 341. 
(2) Ces Annales, 27, 1913, p. 322. 
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coques isolés du sang d’un malade, a différentes périodes de la 
pneumonie [Viktorow, Semzowa et Sinjuschina (1)]. Nous 
avons parfois isolé des colonies différentes dans un méme pro- 
duit pathologique, et Cianci (2) rapporte une observation ana- 
logue. Un de nos échantillons de pneumocoque, isolé d'une 
méningite, offrait les caractéres des germes en voie de variation, 
insolubilité dans les sels biliaires et absence de pouvoir hémo- 
lytique, avec une faible virulence pour la souris. Des auteurs 
considérent que les especes microbiennes — entre certaines 
limites propres & chacune d’elles — sont susceptibles de varia- 
tions étendues; ces variations de la phase S a la phase R 
[Seppilli] (3) se développent dans les deux sens, indépendam- 
ment de la possibilité de mutations vraies. 

Si lorigine de ces variations est obscure, leur mécanisme le 
demeure également. D’aprés Marchal (4), deux causes d’erreur 
principales sont a éviter dans ces recherches. La premiére est 
que «nous attribuons & une souche... le caractére moyen d'une 
population et non celui d’une unité ». C’est la une cause d’erreur 
inévitable dans les études bactériologiques. La seconde est la 
possibilité de cultures mixtes : l’emploi des cultures nées d'un 
germe peut seul éliminer cette objection. Parmi les variations, 
il est probable que les unes, peu accentuées, sont plus ou moins 
durables el réversib/es : telles pourraient apparaitre les varia- 
tions de solubilité notées chez les pneumocoques conseryés a la 
glaciére dans la gélatine, telles sont les transformations de R en 
S observées par ‘divers auteurs (Griffith, Neufeld et Levinthal, 
Dawson, Alloway, Baurhenn, etc.). Les autres variations sont 
irréverstbles, véritables mutations, —s’il est permis d’employer 
ce mot pour des étres 4 reproduction asexuée, — mutations au 
cours desquelles un pneumocoque primitivement virulent, 
typique, perd brusquement toutes les propriétés des germes 
virulents et présente une série de propriétés opposées (Reimann, 
nous-mémes). 

Quoi qu’on puisse penser de l’origine et du mécanisme de ces 
différentes variations, il s'agit la de faits d’observation journa- 


) Zentralbl. Bak., Orig., 1933, p. 35. 

) Bull. Soc. Ital, Biol. Sper., 9, fasc. 9, 1934, p. 993. 
) Giorn. Batt. e Immunol., 12, 1934, p. 4. 

) 


(4 
(2 
(3 
(4) Variation et mulation en bactériologie. Paris (Le Francois, édit.), 1932. 
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liére dont on ne saurait diminuer l’importance. Leur existence 
qui n’est pas limitée a l’espce pneumocoque appelle quelques 
remarques. 

Pour ceux qui ant a conserver une collection, il y a lieu de 
surveiller chaque échantillon, en vérifiant de temps & autre 
existence des caracléres propres a un type déterminé. Le pneu- 
mocoque se présente, au sortir de l’organisme infecté, doué de 
propriélés qu'il perd entre nos mains. Le probléme consiste a 
retarder le plus possible la disparition de ces propriétés. Aux 
procédés de conservation zn vitro, avec repiquages le plus rares 
possibles, on joindra les procédés de conservation in vivo, sans 
toutefois oublier leurs causes d’erreur et parfois leur insuffisance. 

Pour la préparation des antisérums dans un but diagnostique 
ou thérapeutique, la conservation d’échantillons typiques est de 
toute importance. L’accord des auteurs est fait depuis longtemps 
sur la nécessité de recourir & certains pneumocoques d’élite. 
Les échantillons déchus, s’ils réussissent 4 vacciner les ani- 
maux, ne paraissent pas propres a l’obtention d’antisérums 
actifs. On n’utilisera donc, chez les chevaux producteurs de 
sérums, que des pneumocoques ayant satisfait & un examen 
rigoureux : solubilité, haute virulence pour le lapin, aggluti- 
nabilité et précipitabilité par un antisérum de type. Chaque fois 
qu’on devra préparer une provision d’antigéne, ce sera une 
précaution prudente d’éprouver l’échantillon utilisé. Mieux 
encore vaudra-t-il, une fois en possession de ces échantillons, 
se constiluer une importante provision d’antigéne, avant qu’ils 
ne soient atteints par la dégénérescence. Conduite d’autant 
plus recommandable qu’il ne faut pas, dans la pratique, espérer 
qu’on « remontera » un pneumocoque dégradé. 

D’un point de vue différent, la connaissance de ces variations 
du pneamocoque fait saisir la difficulté du diagnostic de Vespece. 
Lorsqu’on examine le résultat d’un ensemencement de crachat 
sur gélose, on recherche naturellement les colonies qui pré- 
sentent un aspect typique. Si l’on ne rencontre pas ce dernier, 
on élimine les colonies comme étrangéres au pneumocoque. 
L’inoculation des produits pathologiques & l’animal élimine 
d’une facon aussi « cavaliére » les germes non pathogénes pour 
l’espece employée. \ 

Mémes causes d’erreur dans le diagnostic différentiel. Le 
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diagnostic des streptocoques avec les pneumocoques ne peul 
étre posé avec certitude qy’autant que les pneumocoques 
offrent les caractéres liés & la virulence. Quand font défaut avec 
le pouvoir pathogéne pour les animaux, pouvoir hémolytique, 
solubilité dans les sels biliaires, agglutinabilité, sécrétion de 
lune ou |’autre gomme qui caractérise certaines variétés, force 
nous est souvent de demeurer dans |'indétermination. I] est 
probable que maints échantillons microbiens rencontrés au 
niveau des muqueuses sont des pneumocoques dégradés, dont 
nous n’arrivons pas 4 démontrer Ja parenté avec des germes 
plus nobles. 

Les mémes remarques s’appliquent d’ailleurs 4 la recherche 
du pneumocoque chez les sujets sains. L’étude des échantillons 
déchus ou n’ayant pas encore accédé a la virulence est fort dif- 
ficile 8 ’heure actuelle, faute de moyens sirs d identification. 
Lest possible que leur connaissance soit aussi et plus impor- 
tante pour l’hygiéniste que celle des échantillons franchement 
pathogénes. Ces remarques indiquent la nécessité de les mieux 
connaitre. 


RECHERCHES SUR LES ANTIGENES DES VENINS 
ET LES ANTICORPS DES SERUMS ANTIVENIMEUX 


(PREMIER MEMOIRE) 


VENIN DE V/PERA ASP/S ET SERUMS ANTIVIPERINS (V. aspis) 


par E. CESARE et Pact BOQUET. 


Les venins des différentes espéces de serpents conliennent 
plusieurs sortes de toxines (neurotoxine, surtout abondante 
dans les venins des Colubridés; hémorragine, prédominant 
dans les venins des Vipéridés...) et diverses diastases (ferments 
coagulant et anticoagulant, ferment protéolytique, proferment 
hémolytique...) jouissant, comme toutes les toxines et beau- 
coup de diastases, de propriétés antigéniques. Les sérums 
antivenimeux doivent posséder, en conséquence, les anticorps 
qui répondent 4 ces multiples antigenes. De fait, les bons 
sérums antivenimeux neutralisent non seulement les effets 
toxiques des venins qui ont servi & leur préparation, mais ils 
manifestent en outre des propriétés antagonistes vis-a-vis des 
activités diastasiques de ces mémes venins. 

Il va de soi que l’estimation des vertus thérapeutiques d’un 
sérum antivenimeux ne peut ¢tre rationnellement basée que 
sur l’évaluation de son aptitude & empécher |'évolution des 
désordres pathologiques qui caractérisent l’envenimation 
occasionnée par le venin correspondant. On est donc obligé 
de considérer que seules les méthodes de titrage sur de vif, 
lanimal d’expérience étant pris comme instrument de mesure, 
peuvent donner la valeur de la puissance antivenimeuse d’un 
sérum. 

Cependant les diastases des venins, le ferment coagulant par 
exemple, sont susceptibles de déterminer dans l’organisme des 
troubles dont l’importance, en certains cas, parait étre capitale. 
On peut donc présumer que les actions empéchantes exercées 
par les sérums antivenimeux vis-a-vis des phénoménes diasta- 
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siques engendrés par les venins, constituent des facteurs de 
l'activité thérapeutique de ces sérums et que la mesure de ces 
effets antagonistes réalisée 2m vitro, fournira des indications 
en rapport avec leur puissance anlivenimeuse générale. 

Quand bien méme les ferments des venins ne joueraient 
aucun role actif dans les accidents de l’envenimation, il serait 
encore permis de supposer que chez les animaux trailés en vue 
de la production des sérums antivenimeux, les anticorps 
engendrés par les diastases se développent parallélement & la 
formation des antitoxines et que le dosage des antiferments est 
susceptible de donner éventuellement une mesure indirecte de 
la force antitoxique réelle des sérums antivenimeux. 

De nombreux auteurs, Calmette et Massol, Stephens et 
Myers, Noc, Houssaye et Negrete, Vellard et Brazil, ont fait 
des recherches fort intéressantes dans cette voie, mais de 
Vensemble de leurs travaux ne se dégage aucune conclusion 
définitive quant 4 la question de savoir s'il est possible ou non 
d’évaluer, par l’incidence de leurs propriétés anticoagulantes 
et antihémolytiques, le pouvoir antitoxique des sérums anti- 
venimeux. 

C’est pour avoir une opinion sur celte question que nous 
avons entrepris les recherches dont nous commencons l’exposé 
dans ce premier mémoire consacré a l'étude du venin de la 
Vipére commune (Vipera aspis) et du sérum antivipérin cor- 
respondant. Nous nous sommes proposé, par la méme occasion, 
de voir s'il était possible de tirer parti, en vue de la détermina- 
tion du pouvoir antitoxique du sérum antivenimeux, des indi- 
cations fournies par la réaction de précipitation, préconisée 
par M. Nicolle, Césari et Debains, ou par la réaction de flocula- 
tion découverte par G. Ramon et universellement appliquée 
aujourd’hui pour la titration in vitro des sérums antidiphtérique 
et antilétanique. 

Ce programme de recherches devait nécessairement com- 
porter, comme préambule, le titrage de la toxicité du venin de 
vipére sur les petits animaux de laboratoire, la mesure du 
pouvoir coagulant et anticoagulant de ce venin, et le dosage 
de son proferment hémolytique. 
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1° LES ANTIGENES DU VENIN DE VIPERA ASPIS 


Le venin utilisé pour les titrages de la toxicité et des activités diastasiques 
représente le méiange des sécrétions recueillies sous les crochets, par pres- 
sion des glandes a venin, sur environ 600 vipéres capturées en diverses 
régions de la France. Sitot récolté sur les reptiles vivants, le venin a été 
desséché sous la cloche a vide; les paillettes mélangées et finement broyées 
ont fourni une poudre qui, conservée a l’abri de la lumiére, a constitué notre 
échantillon étalon. 

Pour les besoins de l'expérimentation, le venin sec prélevé dans cette pro- 
vision était dissous dans l’eau physiologique de facon a obtenir une solution 
meére titrée au centi¢me, utilisée telle quelle ou aprés chauffage au bain- 
marie en tube scellé, le jour méme ou, au plus tard, le lendemain de sa 
préparation. 


Mesure de la toxicité /n vivo. 


L’étude expérimentale de l’envenimation par le venin de 
Vipera aspis a fait Vobjet de nombreux travaux (Kaufman, 
1891; C. Phisalix et G. Bertrand, 1894-1897; C. Phisalix, 
1894-1905; Arthus, ...). 

Les expériences effectuées pour déterminer le degré de toxi- 
cité de notre échantillon standard de venin de vipére ont été 
poursuivies sur le lapin, le cobaye et la souris. On a cherché a 
fixer les doses qui se montrent mortelles dans les cas ot le 
venin est introduit directement dans le torrent circulatoire et 
dans les cas ot il est injecté dans le tissu conjonctif sous- 
cutané. 

D’autre part, nous avons essayé de dissocier les effets de 
Venvenimation en administrant aux animaux, dans les mémes 
conditions, le venin chauffé 4 60° ou & 70° pendant une demi- 
heure. 


EXPERIENCES SUR LE LAPIN. 


Administration du venin par la vote sanguine. — Introduit 
directement dans la veine, notre échantillon de venin tue le 
lapin & la dose de 0 milligr. 35 par kilogramme de poids vif. 
A cette dose, & peine a-t-on retiré l’aiguille du vaisseau que les 
lapins ont des mouvements propulsifs saccadés, poussent des 
cris aigus, sautent d’une piéce, tombent sur le flanc, sont agités 


310 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


de quelques convulsions et meurent. Le drame se déroule en 
deux a trois minutes. A l’autopsie, on trouve le ceur arrété en 
systole, les poumons exsangues, le foie congestionné; le ceeur, 
la veine porte, la veine cave sont gorgés de caillots sanguins. 

Des doses moindres de venin (0 miliigr. 30 par kilogramme) 
ne déterminent que des accidents transitoires : respiration trés 
accélérée, congestion intense du réseau veineux de Voreille, 
phénoménes qui s’apaisent au bout d’une heure. 

Le venin chauffé & 60° se comporte comme le venin frais. 
A 70° Vactivité du poison est notablement affaiblie ; il faut 
injecter une dose sept fois plus forte (2 milligr. 5 par kilo- 
gramme) pour que le lapin succombe, la mort survenant alors, 
comme précédemment, en quelques minutes. 

Administration du venin par la voie sous-cutanée. — Injecté 
sous la peau, le venin de vipére tue le lapin, 4 la dose de 8 mil- 
ligrammes par kilogramme de poids vif, en deux & trois heures. 
La mort ne survient jamais dans un délai plus court, quand 
bien méme on aurait employé des quantités plus considérables 
de venin (12 milligrammes par kilogramme). Avee 6 milli- 
grammes par kilogramme, le lapin succombe en dix a quinze 
heures ; au-dessous de cette dose, les animaux résistent. 

Localement, injection du venin provoque la formation d’un 
cedéme mou, hémorragique. A l’autopsie, on nole une violente 
congestion de l’intestin et du péritoine avec d’abondantes 
pétéchies ; le foie et Ia rate sont fortement hyperémiés. On 
trouve des caillots dans le cceur. 

Le chauffage atténue la toxicité. Il faut administrer 15 milli- 
grammes par kilogramme pour tuer le lapin, par la voie sous- 
cutanée, avec le venin chauffé & 60°. Les animaux supportent 
jusqu’a 60 milligrammes de venin chauffé a 70° par krtlo- 
gramme. Les altérations relevées 4 l’autopsie sont les mémes 
que celles occasionnées par le venin frais. 


EXxpiRieENCES SUR LE COBAYE. 


Administration du venin par la voie sanguine. — L'injection 
de 0 milligr. 5 de venin de vipére dans la veine jugulaire fait 
périr le cobaye (420 & 450 grammes) en deux a trois minutes. 
Avec 0 milligr. 2, la mort survient en moins d’une heure; 
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avec 0 milligr. 1, l’animal ne succombe qu’au bout de plusieurs 
heures. 

Lorsque la mort n’est pas immédiate, les cobayes présentent 
d’abord des troubles de l’équilibre, ils titubent, tombent, se 
relévent, puis s’affaissent définitivement, poussent quelques 
cris et finissent dans le coma. Que la mort ait été rapide ou 
tardive, on voit les battements du ccur persister pendant 
quelques instants aprés l’ouverture du cadavre; on ne trouve 
de caillot ni dans le cceur, ni dans les vaisseaux; le sang est 
liquide et reste incoagulable. L’intestin est le siége d’une con- 
gestion intense avec foyers hémorragiques multiples, la séreuse 
péritonéale et l’épiploon sont injectés, le foie et la rate sont 
normaux. 

Le chauffage 4 60° affaiblit notablement la toxicité du venin 
de vipére pour le cobaye. ll faut injecter au moins 5 milli- 
grammes de venin chauffé & cette température pour provoquer 
la mort en moins de cing minutes. Avec 1 milligramme, 
Yanimal meurt en une douzaine d’heures ou survit. 

Le venin chauffé & 70° posséde la méme nocivité que le 
venin chauffé a 60°. 

Administration du venin par la vote sous-cutanée. — Il faut 
injecter plus de 1 milligr. 5 de venin sous la peau du cobaye 
pour que la mort s’ensuive; elle ne survient alors qu’au bout 
de vingt-quatre heures environ. 

Il se produit localement un volumineux cedéme mou, san- 
guinolent et une escarre humide, du diamétre d’une piéce de 
2 francs, se forme au ‘niveau de la peau. A |’autopsie, les 
cadavres montrent des lésions congestives et hémorragiques de 
Vintestin et du péritoine. 

Des doses de venin comprises entre 1 milligr. 5 et 4 milli- 
eramme ne déterminent qu'une tuméfaction cedémateuse avec 
mortification du tégumentcutané sur la surface d’une piéce de 
0 fr. 50 a 1 franc. Si les sujets meurent, ce n’est que tardive- 
ment, aprés trente-six ou quarante-huit heures ; ils ne suc- 
combent plus alors aux effets directs de l’envenimation mais & 
une infection microbienne ayant son origine dans la plaie 
cutanée ou & un envahissement par un « microbe de sortie ». 

Le venin chauffé 4 60° ne provoque la mort du cobaye qu’aux 
doses supérieures & 6-milligrammes. Les animaux meurent en 
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une dizaine d’heures; les lésions sont identiques a celles que 
détermine le venin non chauflé. 

A 70°, la toxicité est affaiblie davantage; il faut employer 
10 milligrammes de venin pour tuer le cobaye. 


EXpERIENCES SUR LA SOURIS. 


Administration du venin par la voie sanguine. — Il suffit 
d’injecter 0 milligr. 1 de venin de vipére dans une veine de la 
queue pour tuer la souris (18 4 20 grammes) en moins de vingt 
minutes. Avec 0 milligr. 05, la mort arrive habituellement 
aprés une heure environ, mais quelques souris résistent a cette 
dose. 

Les souris qui ont recu la dose mortelle se mettent en boule, 
restent immobiles, la respiration accélérée, puis, aprés une 
courte période d’agitation, tombent sur le cété et meurent. A 
l’autopsie, on voit le cceur continuer & battre pendant quelques 
instants, l’intestin est congestionné. Le sang est incoagulable. 


Administration du venin par la vote sous-cutanée. — La 
dose de 1 milligramme, injectée sous la peau, tue la souris en 
une demi-heure environ; la dose de 0 milligr. 1 en quelques 
heures. 

Que l'injection soit faite dans la veine ou sous la peau, le 
venin de vipére, chauffé 4 60° ou & 70°, se montre aussi actif 
pour la souris que le venin non chauffé. 


ReMARQUES GénERALES. — Il ressort de ces données expérimen- 
tales que la sensibilité des petits animaux de laboratoire a 
l’égard des poisons du venin de Vipera aspis offre, d’une espece 
a Pautre, des différences d’ordre quantitatif et qualitatif. 

Rapportées au kilogramme d’animal, les doses de venin 
capables de provoquer en moins de vingt minutes la mort des 
sujets éprouvés par la voie veineuse sont respectivement de 
0 milligr. 35 pour le lapin, 4 milligr. 14 pour le cobaye, 5 mil- 
ligeammes pour la souris. Les doses mortelles, lorsque le venin 
est administré sous la peau, sont, par kilogramme d’animal, 
d’environ 6 milligrammes pour le lapin, 4 milligrammes pour 
le cobaye, 5 milligrammes pour la souris. 
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Il est & noter que l’introduction du venin de vipére dans la 
circulation sanguine, qui détermine presque instantanément 
chez le lapin la coagulation massive du sang avec arrét du 
ceeur (1), ne provoque jamais ces phénoménes chez le cobaye 
et la souris. Hl est & remarquer aussi que les accidents de l’enve- 
nimation aigué (mort en quelques heures) ou subaigué (mort 
en un jour), consécutifs & la pénétration du venin dans le tor- 
rent circulatoire, ne se manifestent en aucun cas chez le lapin, 
alors qu'on les observe couramment chez le cobaye et la souris. 

Rapprochées des constatations relevées chez ces animaux 
lorsque le venin a pénétré dans l’organisme par la voie sous- 
cutanée, les observations qui précédent prouvent que le lapin 
se montre infiniment plus sensible que le cobaye et la souris & 
action coagulante du venin de vipére, tandis que ces derniers 
animaux sont relativement plus sensibles que lui au poison 
hémorragipare du venin. 

Les différences de sensibililé que ces animaux montrent 
ainsi vis-a-vis des divers principes nocifs conlenus dans le 
venin de vipére doivent étre retenues pour expliquer les 
divergences qu’accusent les effets du chauffage a 60° ou a 70° 
selon l’espéce animale sollicitée pour témoigner des modifica- 
tions apportées par la chaleur a la toxicité du venin. 

Il apparait toutefois que ces divergences sont d’ordre pure- 
ment quantitatif et ne liennent nullement a ce que la chaleur 
— au moins pour les températures de 60° et de 70° — aurait 
affaibli ou détruit tel ou tel des éléments auxquels le venin doit 
son action pathogéne. On remarquera, en effet, que si le venin, 
chauffé & 60° ou & 70°, semble plus ou moins atténué selon 
l’espéce animale sur laquelle il opére, la symptomatologie et la 
nature des lésions produites chez chacune d’elles en particulier, 
ainsi que le mécanisme de la mort, sont les mémes, qu'il 
s’agisse de venin frais ou de venin chauffé, aussi bien dans 
le cas ou l’administration du venin a été faite par la voie 
veineuse que dans le cas ow elle a été faite. par la voie sous- 
cutanée. 

(1) Signalons incidemment que l’injection de venin de vipére dans la veine 
du lapin, 4 dose massive (75 milligrammes par kilogramme) effectuée dans le 
but de substituer l’effet anticoagulant a l'effet coagulant du venin, n’a pas 
permis d’éyiter la mort instantanée résultant de la formation de caillots dans 
le coeur. 
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Peut-étre y aura-t-il lieu de tenir compte de ces considéra- 
tions lorsqu’il s’agira d’apprécier, au moyen des réactifs vivants, 
la valeur thérapeutique des sérums antivenimeux. 


Mesure du pouvoir coagulant /n vitro. 


L’étude des propriéltés coagulantes et anticoagulantes des 
venins des diverses espéces de serpents a fait l’objet de nom- 
breux travaux (Stephens et Myers, 1898 ; Noc, 1898; puis Cal- 
mette et Noc, C.-J. Martin, 1905; Arthus, 1910; Massol, 1914; 
Houssaye et Sordelli. 1918; Vital Brazil et J. Vellard, 1928). 

On admet aujourd’hui que le pouvoir coagulant des venins 
est di & l’action d’une pseudo-thrombine spécifique, tandis que 
leur pouvoir anticoagulant est, suivant les venins, tantdt le 
fait d’un ferment lipoidolytique, agissant sur la cytozyme, 
tantot le fait d’un ferment protéolytique agissant sur la séro- 
zyme, les deux mécanismes ayant pour effet d’empécher la 
formation de la thrombine spéciale du sang — et aussi le fait du 
ferment protéolytique détruisant le fibrinogéne ou digérant la 
fibrine &1’état naissant. 


I.e venin de Vipera aspis est a la fois coagulant et anticoagu- 
lant. Ges deux actions se manifestent simultanément lorsqu’on 
fait agir des solutions de venin sur le plasma du sang, le résullat 
objectif constaté in vitro marquant la somme algébrique des 
effets exercés par les deux facteurs contraires qui agissent en 
méme temps sur le fibrinogéne. 

Nous avons déterminé les limites des actions anticoagulante 
et coagulante du venin de la Vipere commune, en utilisant la 
technique suivante qui se trouve étre, & peu de chose pres, la 
méme que celle déja employée avant nous par J. Vellard. 


Trcaniqus. — Réactifs. — Plasma frais, obtenu par centrifugation prolongée 
de sang de cheval citraté a1 p. 100 (95 parties de sang pour 3 parties d'une 
solution de citrate de soude a 20 p. 100). 

Sérum normal frais de cheval citraté a 1 p. 100. (Le sérum normal n’a été 
introduit dans la réaction qu’aux fins de substitution d’un sérum antiveni- 
meux spécifique lorsqu’on veut déterminer le pouvoir antagoniste de ce 
dernier). 

Solution de chlorure de calcium au 4/100. 
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Quatre solutions en eau physiologique de venin de Vipera aspis titrées au 
1/100 (solution mére), au 4/1.000, au 4/10.000 et au 4/100.000. 

Procédé. — On détermine dans une premiére expérience, portant sur une 
série de tubes contenant chacun 2 cent. cubes de plasma citraté, additionnés 
de 0 c.c. 5 de sérum normal citraté et de 0c. c. 25 d'eau physiologique, le 
nombre de gouttes de la solution de CaCl? nécessaire pour assurer la coagu- 
lation compléte du plasma aprés deux heures de séjour & l’étuve a 37°. 

Dans une batterie de tubes a hémolyse stérilisés, on verse alors dans 
Vordre suivant : 

1° Dans tous les tubes : 6 c. c. 5 desérum de cheval frais, citraté a 1p. 100; 

2° Dans chacun des tubes, a l’aide d’une pipette compte-gouttes débitant 
XX gouttes au centimétre cube, des doses croissantes de venin d’aprés le 
baréme suivant : 

I goutte, Il gouttes, V gouttes des dilutions de venin & 1/100.000, 4/10.000, 
4/4.000, 1/100 (solution-mére), de maniére a avoir dans la série des tubes des 
quantités de venin dosées suivant la progression : 0 milligr. 0005, 0 milligr. 001, 
0 milligr. 0025, 0 milligr. 005, 0 milligr. 04, 0 milligr. 025, 0 milligr. 05, 0 milligr. 4, 
0 milligr. 25, 0 milligr. 5, 1 milligramme et 2 milligr. 5 de venin sec. On égalise 
le volume & V gouttes en versant dans les tubes ou cela est nécessaire : 
IV ou III gouttes d’eau physiologique. 

3° Dans tous les tubes, 2 cent. cubes de plasma citraté. 

4° Le nombre de gouttes de la solution de CaCl? au 1/100 déterminé par 
l’essai préalable. 

Un tube témoin contenant 0 c. c. 5 de sérum normal et 2 cent. cubes de 
plasma citraté recalcifié est additionné de V gouttes d’eau physiologique. 

Les tubes fermés avec des bouchons de caoutchouc stériles sont retournés 
pour opérer le mélange des réactifs et portés a l’étuve a 37°. 

On fait des lectures aprés une demi-heure et une heure de séjour a |’étuve. 
Les tubes sont alors retirés de l’étuve et une derniére lecture est effectuée 
apres une heure de séjour a la température du laboratoire. 


Le tableau suivant donne le schéma des réactions obtenues 
avec le venin frais et le venin chauffé 4 différentes températures. 

Dans les conditions de l’expérience, 0 milligr. 001 suffit 
pour provoquer en un quart d’heure la coagulation de 2 cent. 
cubes de plasma de cheval. A partir de 0 milligr. 5, la coagu- 
lation est empéchée. 

Dans les tubes ot le processus de coagulation a été entravé 
par le venin, l’addition ultérieure de thrombine du sang est 
impuissante & provoquer la formation d’un caillot, ce qui tend 
2 montrer que l’action anticoagulante du venin de Vipera aspis 
est imputable au ferment protéolytique qui a consommé la 
substance fibrinogéne du plasma ou digéré la fibrine au fur et a 
mesure de sa formation. 

Nous avons employé, autant que possible, dans nos essais, le 
plasma du méme cheval, mais nous avons pu nous rendre 
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TaBLeau I. 

DOSES VENIN VENIN VFNIN VENIN 
NUMERO de non chauffé chautté a 60° chauffé a 70° chaufté a 80° 

venin 
des tubes en 

milligr. 14/2 h.J4 h.}2 h.]4/2 h.]1 h.]2 h.J1/2 h.]4 h.}2 h [41/2 h.}1 h.] Qh. 
A, 0,0005} 0 Oni ee, 0 U | 0 0} 4 0 OF ire 
Ms 0,004 Cc GaleG 0 ODE 0 Coalace 0 0 c 
an 0,v025] C (Clee C Cole; 0 OF 76 0 0} ¢€ 
4. 0,005 C Calne Cc Ce 0 0 | 0 0 OG 
No 0,04 C Gale C CAG 0 O10 0 c C 
6. 0,025 | C Co CAG»? |SGslee 0 OMG 0 OP : 
ie 0,05 C Cal GC c Oe: 0 Oo} 0 0 0 c 
8. 0,1 CPC Gs oct an G aCe | aed al eked bate ele 
We Sy of Wee c Cure c Cau 0 OMG 0 0) 0) 
Ne 5 5 oll Uae 0 Mella ze lee Wee Ihe On| On jeenO ee 0 
Atte Save ote 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
AD oe 2.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Témoins . .| O 0 0 c 0 0 c 0 0 | e 0 0 c 


C, coagulation massive; c, coagulation partielle; 0, absence de coagulation. 


compte, en utilisant les plasmas de trois chevaux différents, que 
les pouvoirs coagulant et anticoagulant du venin de vipére 
s’exergaient & leur égard sensiblement de la méme facgon. 

Les plasmas d’autres espéces animales se sont révélés plus 
sensibles & l’action coagulante du venin de vipére que le plasma 
de cheval, les plus coagulables étant ceux de chévre et de 
mouton, puis celui de lane, et enfin celui du beeuf. 


ACTION DU CHAUFFAGE. — Les pouvoirs coagulant et anticoa- 
gulant du venin de viptre sont inégalement influencés par 
action de la chaleur. Ni un ni l'autre ne paraissent notable- 
ment affaiblis par le chauffage & 60°. Par contre, le chauffage & 
70° faisant perdre une partie de son activité & la pseudo-throm- 
bine sans amoindrir sensiblement la puissance du ferment 
anticoagulant, la prédominance d’action passe & ce dernier, 
lorsque le venin a été chauffé 4 cette température. Mais le 
pouvoir anticoagulant étant affecté & son tour & 80°, on voit 
réapparailre, dans le venin porté a celte température, pour 
certaines concentrations, l’effet coagulant qui avait paru éleint 
par le chauffage & 70°. 

Ce fait, d’apparence paradoxale, avait été signalé déja par 
Houssaye et Sordelli, & propos d’autres venins. 
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Mesure de l’action hémolytique. 


Flexner et Noguchi ont établi, en 1902, que I’hémolyse pro- 
voquée tn vitro, par certains venins, nese produit réguliérement 
que lorsque les globules rouges soumis & leur action sont 
accompagnés d’une trace de sérum sanguin. 

Plus tard, Galmette montra que le sérum nécessaire a 
Phémolyse n’intervenait pas par son alexine et Kyes découvrit 
que le role activant appartenait & la Iécithine du sérum. Le 
mécanisme complexe de l’action hémolytique des venins, fut 
complétement élucidé & la suite des remarquables travaux de 
Delezenne, M"* Ledebt et Fourneau, démontrant que les venins 
possédent un proferment qui, activé par le calcium, fournit une 
lipoidase capable de disloquer les phosphatides du sérum en 
donnant naissance, par élimination de l’acide oléique, & un 
composé chimiquement détini, la lysocithine, doué d’une grande 
puissance hémolysante. 

Les globules rouges des différentes espéces animales sont 
inégalement sensibles & ce principe hémolysant. Phisalix a vu, 
en 1902, que vis-a-vis du venin de la Vipére aspic, les hématies 
de lapin étaient plus résistantes que celles du chien. Houssaye 
et Negrete (1922), étudiant comparativement l’action hémoly- 
tique de différents venins, indiquent qu’il faut 0 milligr. 150 
de venin de Vipera aspis, en présence de 0 c. c. 4 de sérum de 
chien, pour hémolyser en deux heures, 4 37°, 1 cent. cube de 
globules rouges de chien a 5 p. 100. 


Des raisons de commodité nous ont fait choisir, pour la déter- 
mination du pouvoir hémolytique des venins, les globules 
rouges de cheval et le sérum de cheval. 

Les expériences effectuées dans le but de déterminer les 
conditions expérimentales Jes plus propices & la manifestation 
du phénoméne, nous ont montré que la formation de la lyso- 
cithine dans le mélange venin + sérum, s’opérait beaucoup 
mieux & Ja température de l’étuve qu’a 0°, mais que, par contre, 
la lysocithine qui avait pris naissance dans le mélange, exergait 
une action hémolytique beaucoup plus intense a 0° qu’a la 
température de 37°. 
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C’est & la suite de ces constatations que nous avons adopté, 
pour la mesure du pouvoir hémolytique des venins, la technique 
suivante : 


Tecunique. — Réactifs. — Sérum de cheval normal chauffé a 56° pendant 
une demi-heure. I] est essentiel de toujours utiliser le sérum du méme cheval. 

Ouatre solutions de venin de vipére titrées respectivement au 1/1.000, au 
4/40.000, au 1/100.000, au 1/1.000.000. 

Suspension au vingtiéme de globules rouges de cheval préalablement lavés 
et ramenés au volume du sang. 

Procédé. — Dans une série de douze tubes 4 hémolyse stérilisés, on verse : 

4° Dans tous les tubes, 0 c. c. 5 de sérum normal chauffé ; 

2° Dans chacun des tubes, avec la pipette compte-gouttes, successivement 
III gouttes, VII gouttes, X gouttes de chacune des solutions de venin titrées 
au 4/1.000, au 1/10.000, au 1/100.000 et au 4/1.000.000, de maniére 4 avoir dans 
la série des tubes des quantités de venin dosées suivant la progression 
0,00015, 0,00035, 0,0005, 0,0043, 0,0035, 0,003, 0,015, 0,033, 0,08, 0,18, 0,35, 0,5 
(exprimées en milligrammes). On compléte le volume a X gouttes avec de 
Yeau physiologique. 

On place les tubes a l’étuve a 37° pendant une heure pour permettre au 
venin d’attaquer les lipoides du sérum et de produire la lysocithine. 

Au sortir de l’étuve, on plonge les tubes dans un bain de glace fondante, 
et on ajoute, dans chaque tube, 4 cent. cube de la suspension de globules 
rouges préalablement refroidie. 

La lecture de la réaction se fait au bout d'une demi-heure. 


Le tableau suivant (tableau IT) indique les résultats obtenus. 


Tasrean II. 
cae CONTACT DU VENIN ET DU S&RUM 
" avant l’addition des globules rouges 
woMeRO Neviene pendant une heure a la température de 
des tubes en 
oe 0° 37° 37° 
milligramme | Hemolvse Hémolyse Hémolyse Hémolyse 
a O° & 37° a (0° A 37° 

Ns AS ee Si eae 0,5 H H H h 

OL Gigs lee ee ee 0,35 ital H H h 

Sere ich teds <td 0,15 H H H h 

ded nie 5, Gee 0,05 H H H h 

Seed Lyon ene 0,038 0 h H h 

Cyt tints eee 0,015 0) 0 H h 

tA aS 0,005 0 0 H h 

Ses Saceaiters Be 0,0035 0 0 H h 

Deere. eon, =o 0,0045 0 0 H h 

UD ee bat ean es Sa 00005 0 0 H 0 
A eae <n SP iicae poke 0 00035 0 0 h 0 
NOS 2. BE son. hobs 0, 00015 0 0) 0 0 
AMSA 5.5 ol) O 0 0 0 0 


i ee ee 


MH, hémolyse compléte; A, hémolyse partielle; 0, absence dhémolyse. 
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Dans ces conditions, on constate que 0 milligr. 0005 de venin 
engendre une quantilé suffisante de lysocithine pour hémolyser, 
a 0°, 1 cent. cube de globules rouges de cheval 45 p. 100. 


INFLUENCE DU CHAUFFAGE. 


aN 


Le chauffage du venin a 60° n’atténue pas l’activité de la 
lipoidase. Chauffé & 70°, le venin se montre moins actif. 


INFLUENCE DE LA NATURE DES GLOBULES ROUGES. 


En utilisant comparativement des globules rouges de cheval, 
de boeuf et de mouton préparés dans les mémes conditions, 
nous avons constaté que les premiers étaient les plus sensibles 
et les derniers les plus résistants. 


2° LES ANTICORPS DU SERUM ANTIVIPERIN (V. ASPIS) 


Les sérums antivenimeux éprouvés au cours de nos recherches 
provenaient de 7 chevaux, hyperimmunisés ou en cours d’'immu- 
nisation, ayant uniquement recu, pendant toute la durée du 
traitement auquel ils furent soumis, du venin de Vipera aspis 
chauffé une demi-heure & 58° et administré sous la peau. 

Depuis le début de leur immunisation jusqu’a la date de la 
saignée qui a fourni les sérums étudiés, ces animaux avaient 
recu, en tout: 

Le cheval 862: 1 gr. 503 de venin; 

Les chevaux 866 et 870 : 2 gr. 109; 

Le cheval 875 : 2 gr. 995; 

Le cheval 861 : 3 er. 136; 

Le cheval 874: 3 gr. 139; 

Le cheval 876 : 2 gr. 880 sous forme d’anavenin et 2 gr. 278 


de venin. 


Détermination du pouvoir antitoxique. 


Pour établir et mesurer le pouvoir antitoxique des sérums 
antivenimeux, on a eu recours a la méthode des mélanges de 
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sérum et de venin, l’épreuve de neutralisation étant effectuée 
sur le lapin ou la souris blanche par voie veineuse, sur le cobaye 
et la souris par voie sous-cutanée. 


EXpGRIENCES SUR LE LAPIN. — Vote veineuse. 


Tecrnique. — On ajoute a une solution de venin de V. aspis fraichement 
préparée représentant environ dix doses mortelles (3 milligr. 2 par kilogramme 
de poids vif) des volumes variables du sérum antivenimeux, dont il s’agit de 
fixer la valeur, soit.0 c. c. 2, 0c. c. 4, 0c. c.6, 0c. c. 8, 1 cent. cube, 1c. €. 5 
par milligramme de venin. Apres agitation, on laisse le mélange une demi- 
heure aA l’étuve A 37° et, au bout de ce temps, on V'injecte lentement dans la 


veine marginale de l’oreille du lapin dontle poids a réglé la quantité de venin 
utilisée. 


On a établi, par ce moyen, pour chacun des sérums antiveni- 
meux, la dose de sérum nécessaire et suffisante pour neutraliser, 
vis-a-vis du lapin, 1 milligramme de venin de Vipére aspic. 

Les chiffres ci-aprés donnent les éléments de ce titrage. 


Tasieau III. 


7 POIDS QUANTITE | QUANTITE | 3 eee 
SERUM des lapins SeShe ULE 


j : de sérum 
éprouvés | de venin ele 
du cheval en en milligramme 


grammes | en milligr. |cent. cubes de venin 
en cent. cube 


Mort en 55 minutes. 
Survit. 

Mort en 10 heures. 
Survit. 

Mort en 15 minutes. 
Survit. 

Mort en 40 heures. 
Survit. 

Mort en 10 heures. 
Survit. 

Mort en 2 h. 55. 
Survit. 

Mort en 2 h. 50. 
Survit. 
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Nous avons signalé ci-dessus, en rapportant les résultats des 
expériences effectuées pour déterminer la toxicité du venin de 
vipére par la voie sanguine, chez le lapin, que les doses léthales 
(0 milligr. 35 et au-dessus par kilogramme d’animal) déter- 
minaient constamment la mort, par coagulation massive du 
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sang, en deux ou trois minutes, avant que les lésions hémor- 
ragiques caractérisant l’action des venins de vipéridés aient eu 
le temps d’évoluer. On voit, & la lecture du tableau — et de 
nombreux exemples observés par nous au cours des expé- 
riences qui furent nécessaires pour rechercher, par tatonne- 
ments, la dose neutralisante de chaque sérum, et non rap- 
portés ici, ont appuyé cette constatation — que les mélanges 
de venin (dix doses minima mortelles) et de sérum antivipérin 
contenant un excés de venin non neutralisé déterminent 
presque toujours les désordres de |’envenimation subaigué ou 
lente, amenant la mort en une ou plusieurs heures (jusqu’a dix 
& quinze heures) avec production de Iésions congestives et 
pétéchiales allant parfois jusqu’a l’hémorragie, le sang restant 
incoagulable. 

Il apparait done que, dans les conditions ou le titrage a été 
effectué, c’est-a-dire en injectant dans la veine des lapins un 
mélange contenant dix fois la dose minima mortelle de venin, 
la survie des animaux éprouvés indique non pas seulement la 
neutralisation du poison coagulant, mais aussi la neutralisation 
de ’hémorragine et, éventuellement, de la neurotoxine. Par 
conséquent, cette méthode permet d’évaluer aussi exactement 
que possible le pouvoir antitoxique global des sérums anti- 
vipérins. 

Pour traduire en valeurs numériques les mesures obtenues 
dans jes expériences ci-dessus, adoptons arbitrairement comme 
unité venimeuse (lapin-veine), la dose minima mortelle du 
venin de vipére qui nous a servi d’étalon rapportée au gramme 
d’animal (0 milligr. 00035) et, comme wnité antivenimeuse, la 
quantité de sérum capable de neutraliser par mélange, au bout 
d’une demi-heure de conlact, une unité venimeuse. Le pouvoir 
antivenimeux sera ainsi exprimé par le nombre d’unités anti- 
venimeuses contenues dans 1 cent. cube de sérum. 

Sur cette base conventionnelle, les titres des sérums anti- 
vipérins seraient, en chiffres arrondis, les suivants : 

N°: 862 et 874 = 9.500 unités antivenimeuses ; 

N° 876 = 7.000 — n® 861 et 866 =3.500; 

N° 875 = 2.800 et n° 870 1.900. 
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ExprRIENCES SUR LE COBAYE. 
a 


Nous avions en vue, en nous adressant au cobaye comme 
instrument de titrage, d’apprécier la valeur des sérums anti- 
venimeux d’aprés leur aptitude & neutraliser le poison escar- 
rifiant du venin de vipére, c'est pourquoi nous avons adopteé ici 
l’épreuve sous-cutanée. 


TecaniguE. — On ajoute des quantités variables de sérum (0 c. c. 23, 
0c. c. 50, 0c. c. 75, 1 cent. cube) A la dose de venin de vipére (4 milligr.) 
susceptible de provoquer la formation d’une escarre humide. Apres contact 
d'une demi-heure, on‘injecte le mélange sous la peau du cobaye (animaux 
de 400 grammes environ). On examine les lésions au bout de vingt-quatre 
heures. 


La réaction se juge sur la gamme qu’offrent les lésions qui 
se développent au niveau du point d’inoculation : escarre 
humide de dimensions de plus en plus réduites, tache vio- 
lette, absence d’allération de la peau, marquant la neutrali- 
sation du poison nécrosant. (Tableau IV.) 


Tasiteau 1V 


4 MILLIGRAMME DE VENIN DE V. Aspiy EXT MELANGE A 


1 cent cube Ore. G2 7S Oeste 50 tears. DSS 


Peau nette.|Peau nette.| Peau nette. Peau nette. Peau nette. 
Peau nette.}Peau nette.| Peau nette. |Tache violette. Escarre. 
Peau nette.|Peau nette.|Tache violette.|Tache violette. Escarre. 
Peau nette.;Peau nette.|Tache violette.| Tache violette. Escarre. 
Peau nette.}Peau nelte.| Peau nette. Escarre. 

Peau nette.|Peau nette | Peau nette. Escarre. 

Peau nette.} Escarre. 


Il est & signaler que le sérum antivipérin n’empéche nulle- 
ment la formation de l’cedéme local. 

I] serait purement illusoire d’essayer de fixer une valeur 
numérique aux données fournies par cette méthode de titrage, 
mais on peut cependant s’appuyer sur les résultats enregistrés 
pour classer les sérums antivipérins dans un ordre correspon- 


dant a la faculté plus ou moins grande qu’ils possédent de 
neutraliser le poison nécrosant. 
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Sur cette base, le sérum n° 874 devrait étre considéré comme 
étant de beauconp le plus actif, puis viendraient, & peu prés 
sur le méme pied, les sérums 862, 876 et 875, ensuite les 
sérums 861 et 866, enfin, en dernier, le sérum 870, classement 
correspondant sensiblement a celui qui procéde des indications 
- fournies par les épreuves intraveineuses réalisées chez le lapin, 
dont il ne différe que par le rang du sérum n° 875. 


EXPERIENCES SUR LA SOURIS. 


Nous jugeons inutile de consigner les diverses tentatives 
effectuées pour apprécier l’action antitoxique de nos sérums 
par injection a la souris. 

Les résultats incohérents ou paradoxaux des essais réalisés, 
soit par la voie veineuse, soit par la voie sous-cutanée, montrent 
que la souris blanche ne se préte pas au titrage des sérums 
antivipérins, 


Détermination du pouvoir anticoagulant. 


Kanthack, en 1896, Stephens et Myers, en 1898, démontrent 
que la propriété anticoagulante du venin de Cobra est neu- 
tralisée par le sérum anticobraique. Pour Arthus (1911), l’effet 
inhibiteur des sérums antivenimeux 4 |’égard des pouvoirs 
coagulant et anticoagulant des venins serait spécifique. Hous- 
saye, Negrete et Sordelli vérifient bien, en 1919, l’action empé- 
chante des sérums antivenimeux mais ces auteurs constatent 
que l’effet neutralisant, sans s’étendre & toutes sortes de venins, 
n'est cependant pas limité au venin qui aservi a obtenir le sérum. 


Pour mettre en évidence et mesurer le pouvoir neutralisant 
des sérums antivipérins vis-a-vis des ferments coagulant et 
anticoagulant du venin de Vipera aspis, nous avons modifié 
ainsi quil suit la technique utilisée pour la détermination des 
pouvoirs coagulant et anticoagulant. 


Tecuntque. — Réactifs. — 1° Sérum de cheval normal citraté ; 

20 Sérum antivipérin citraté étendu au 1/5, au 1/50, au 1/500 avec le sérum 
normal citraté ; 

3° Solution de venin de vipére au 1/1.000 ; 
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4° Solution de chlorure de calcium au 1/100. 

Procédé. — Dans une batterie de 9 tubes 4a hémolyse stérilisés, on verse, 
avec la pipette compte-gouttes, successivement : IIi gouttes, VI] gouttes, 
X gouttes de chacune des dilutions de sérum antivipérin (citraté au 1/5, au 
1/30, au 1/500) de maniére & obtenir, dans la série des tubes, des quantités 
croissantes de sérum, soit : 0 c. c. 0003, 0 c. c. 0007, 0c. c. 001, 0 c. c. 003, 
0) ce Ce 00750 Cy CM ORMOV Cr. 03, NOC NCmO ONC ancyea 

On compléte le volume au 1/2 cent cube, dans chaque tube, en ajoutant 
le nombre de goultes nécessaires de sérum de cheval normal citraté. 

On ajoute, dans chaque tube, V gouttes de la solution de venin au 1/1.000. 

Aprés mélange, on place les tubes 4 I’étuve 4 37° pendant une demi-heure, 
pour permettre la fixation de l’anticorps sur l'antigéne. 

Deux tubes contenant tous deux X gouttes de sérum normal citraté, Yun 
V gouttes de la solution de venin au 1/1.000, l'autre V gouttes d’eau physio- 
logique, servent de témoins. 

On verse ensuite, dans chaque tube, 2 cent. cubes de plasma de cheval 
citraté et le nombre de gouttes de CaCl? (déterminé dans un essai préalable, 
comme il a été dit A propos du titrage du pouvoir coagulant du venin) néees- 
saire pour obtenir la coagulation du plasma en deux heures. On reporte les 
tubes a Péltuve a 37° et on procéde a la lecture de la réaction, aprés une 
demi-heure et aprés deux heures. 


Le tableau ci-dessous indique les résultats obtenus avec les 
sérums antivenimeux éprouvés : 


Tasleau V. 


DOSES 
de sérom anti 
mises en contact 
avec V goutles 
de venin d’Aspis 
au 1/1000 
avant l’addition 
du plasma, 
en centimétre cube 


RESULIATS APRES 30 MINUTES DE SEJOUR A L’&TUVE 


_ 


0,1 
0,07 
0,08 
0,01 
0,007 
0,003 
0,001 
0,0007 
0, 0003 


=o 


cooco & 


aoa nanonnsn ocoe 


Aamo ceoce 
aena coo 


anococoeco 
qagococecoeooc 


aan 


Témoin 1, X gouttes de sérum normal + V gouttes de venin d Aspis au 1/1000 = C. 
Témoin 2, X goutles de sérum normal + V gouttes d'eau physiologique = 0. 
C, coagulation massive; c, coagulation partielle; 0, absence de coagulation. 


Dans la méthode de titrage ci-dessus, la quanlité fixe de 
venin employée en guise d’antigéne (0 milligr. 25) est deux 
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cent cinquante fois plus forte que celle (0 milligr. 001) qui 
eut été suffisante (wide supra) pour produire la coagulation du 
plasma utilisé comme test de la réaction. Adoptant cette der- 
niére dose pour wnité coagulante du venin de vipere et, pour 
unité anticoagulante, le volume de sérum antivenimeux capable 
de neutraliser mille unités coagulantes, l'indice du pouvoir 
anticoagulant du sérum nous sera donné parle nombre d’unités 
anticoagulantes contenu dans 1 cent. cube. Suivant cette 
convention, l’activité anticoagulante des sérums antivipérins 
serait indiquée, en chiffres ronds, par les valeurs suivantes : 
n° 866 = 800; n° 862 = 2.500; n° 870 =3.500; n° 874=8.000; 
n° 861 = 25.000; n° 876 = 35.000 ; n° 875 = 80.000. 


Détermination du pouvoir antihémolytique. 


A. Calmette (1895) — Stephens et Myers (1898) — Stephens 
(1900) ont reconnu Vaction antagoniste que les sérums anli- 
venimeux exercent a l’égard de I'hémolyse provoquée par les 
venins en présence de sérum. 

A. Calmette et Noc (1904) pensaient que l’activité antitoxique 
an vivo d'un sérum antivenimeux pouvait étre mesurée par son 
pouvoir antihémolytique in vitro. En 1911, Delezenne montre 
que les sérums antivenimeux nempéchent pas |’hémolyse des 
globules rouges lorsque la lysocithine est formée, mais qu’ils 
neutralisent la diastase qui dédouble la lécithine en lysocithine. 

Houssaye et Negrete (1922) montrent que le pouvoir anti- 
hémolytique, tout en dénotant une certaine spécificité de groupe, 
est l’action neutralisante la moins spécifique des sérums anti- 
venimeux. 


Pour évaluer le pouvoir antihémolytique des sérums anti- 
venimeux, nous avons utilisé la technique suivante : 


Trcunique. — Réactifs. — 1° Sérum de cheval normal chauffé 4 56° pendant 
une demi-heure ; 

2° Dilutions au 1/400, au 1/500, au 1/5.000 du sérum antivenimeux chauffé 
a 56° dans le sérum normal chauffé ; 

3° Solution de venin de vipére au 1/100.000 ; 

4° Suspension de globules de cheval lavés a 5 p. 100. 

Procédé, — On verse, dans une série de tubes 4 hémolyse stérilisés : 

4° Dans chaque tube, respectivement, II gouttes, VII gouttes et X gouttes 
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des dilutions de sérum au 1/3.000 et au 1/500, puis V gouttes et X gouttes de 
la dilution au 1/100, soit, dans la série : 0 c. c. 00001, 0 c. c. 00003, 0c. ¢ 00007, 
0 c.c. 0001, 0c. c. 0003, 0c. c. 0007, 0c. c. U01, 0 c. c. 0025, 0 c. c. 005 de 
sérum antivenimeux ; 

2° Le volume est complété a 0c. c. 5 dans chacun des tubes, en ajoutant 
le nombre de gouttes nécessaire de sérum de cheval normal chauffé ; 

3° On ajoute, dans chaque tube, V gouttes de la solution de venin de 
vipere au 1/100.000. 

On mélange et on place a l’étuve a 37° pendant une heure. 

Au sortir de l’étuve, on ajoute, dans chaque tube, 1 cent. cube de suspen- 
sion de globules rouges de cheval refroidie et on les place dans un bain de 
glace fondante. 

La lecture de la réaction se fait au bout d'une demi-heure. 


Les réactions obtenues avec les sérums antivipérins éprouvés 
sont consignées dans le tableau ci-dessous : 


Tasreau VI. 


DOSES 
de sérum anti 
mises en contact 
1 heure a 37° 
avec V gouttes 
de venin d’Aspis 
au 1/100.000 
avant l’addition 
de globules rouges, 
en centimétre cube 


RESULTATS APRES 30 MINUTES A 0° 


862 


0,008 
0, 0025 
0,004 h 
0,0007 h 
00003 cf H 
0,000 H 
0.00007 H 
006003 ; H 
0, 00004 H 


4 
2 
5 
4 
5 
6 
7 
8 
9 


mimi scooc]e 


Témoin 1, sérum normal + V gouttes de venin Aspis au 1/100.000 = H. 
Témoin 2, sérum normal + V gouttes eau physiologique = 0. 
H, Hemolyse totale; hk, hémolyse partielle; 0, absence d’hémolyse. 


Nous avons vu plus haut qu'il suffisait de 0 milligr. 0005 de 
venin de vipére agissant & 37° sur 1/2 cent. cube de sérum 
de cheval pour engendrer la quantité de lysocythine suscep- 
tible de lyser, 40°, 1 cent. cube de globules rouges de cheval 
a 5p. 100. Cette quantité de venin que nous pouvons prendre 
comme wnité lysocythinogene est contenue cing fois dans la 
dose (0 milligr. 0025) utilisée dans notre méthode de titrage. 
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Si nous prenons comme unité d’anticorps le volume de sérum 
antivenimeux nécessaire pour neutraliser une unité lysocythi- 
nogéne, l’activité antihémolytique des sérums antivipérins 
titrés, rapportée au centimétre cube, sera donnée par les 
valeurs suivantes : 862—1.000; 861 2.000; 870, 866, 875 et 
876 = 5.000; 874=7.000. 


Pouvoirs précipitant et floculant des sérums antivipérins. 


Dés 1902, Lamb signalait que le sérum de lapins immunisés 
contre le venin de cobra précipitait les solutions de ce venin. 
Peu aprés, Flexner et Noguchi indiquaient qu’aucune relation 
n’existe entre le pouvoir précipitant d’un sérum antivenimeux 
et son pouvoir anlitoxique. En 1907, Calmette et Massol mon- 
traient que le mélange de venin de cobra et de sérum anti- 
cobraique en proportions convenables donne lieu & la forma- 
tion dun précipité privant le mélange de ses propriétés toxiques, 
constatation qui pouvait servir de base, semblait-il, & une 
méthode de titrage du pouvoir antivenimeux du sérum. 

Houssaye et Négrete (1917) trouvent que l’action antitoxique 
d'un sérum antivenimeux et son effet précipitant ne vont pas 
toujours de pair, mais ils notent cependant que les sérums trés 
actifs au point de vue antitoxique possédent souvent un fort 
pouvoir précipitant. Toutefois, pour ces auteurs, les précipitines 
des sérums antivenimeux ne seraient pas rigoureusement spéci- 
fiques. En 1928, A. Boquet montre que le sérum de lapins 
traités par du venin de cobra préalablement dénué de sa toxicité 
par adsorption au contact de poudre de charbon, provoque 
eependant une floculation lorsqu’il est mélangé 4 une solution 
de venin de cobra. 


La plupart des sérums antivipérins utilisés au cours de nos 
recherches se sont montrés doués de la propriété de précipiter 
et de floculer en présence d’une solution de venin de vipére, 
précipitation et floculation n’apparaissant toutefois que dans 
les mélanges ot les deux réactifs, sérum et venin, se trouvent 
dans des rapports définis de concentration, lesquels varient, 
dans des limites plus ou moins étendues, selon les sérums. 
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L’existence dans les venins de serpents de ferments liqué- 
fiant la gélatine rendant l’application de la technique indiquée 
par M. Nicolle, Césari et Debains impraticable, nous avons sim- 
plement mis en ceuvre, pour Ja mesure du pouvoir précipilant 
des sérums antivenimeux, la méthode des mélanges, en faisant 
varier, d'un coté la quantité de sérum vis-a-vis d’une dose 
constante de venin; de l'autre, la quantité de venin vis-a-vis 
d’une dose constante de sérum. Cette fagon de procéder était 
nécessaire pour étendre suffisamment les marges de la réaction, 
étant donné que les solutiuns concentrées de venin de Vipére 
aspic ne peuvent étre employées en raison de leur opalescence 
marquée. 

Par ailleurs, le choix de la technique adoptée offrait l’avan- 
tage de permettre d’apprécier en méme temps le phénoméne de 
la floculation dans des conditions se rapprochant de celles qui 
entrent en jeu dans la réaction de Ramon. 


Trecunigur. — Dans une série de tubes a hémolyse, stériles, on verse dans 
chacun des cing premiers tubes 1 cent. cube de solution de venin au 1/100, 
puis successivement dans les quatre suivants, des doses décroissantes, soit 
0c. c. 75, 0c. c. 50, 0c. c. 25,0¢.c. 01 de laméme solution. On compléte le 
volume a 1 cent. cube par addition d’eau physiologique dans les tubes ou 
cela est utile. On ajoute alors dans les cing derniers tubes, uniformément, 
4 cent. cube du sérum a titrer, puis, dans les autres tubes, en allant vers le 
premier, successivement, 0 c.c. 75, 0 c.c. 50, 0 c.c. 25, 0 c.c. 4 du méme 
sérum antivipérin, le volume étant ensuite égalisé par addition de sérum 
normal dans les quatre premiers tubes, soit 0c. c. 9 dans le premier, 0 c. c. 75 
dans le deuxiéme, 0 c.c. 5 dans le troisiéme, 0 c. c. 25 dans le quatriéme. 

On prend soin d’opérer le mélange dans chague tube, par renversement, 
sitét qu’on a versé le sérum antivipérin. 

Pour lappréciation du pouvoir précipitané, la lecture se fait au bout d’une 
heure en notant le dernier tube dans lequel s'est manifesté un trouble 
appréciable. 

Pour l’évaluation du pouvoir floculant, on note, sans tenir compte du 
facteur temps, le premier tube dans lequel apparaissent, en suspension dans 
le liquide, des flocons visibles Al’eeil nu. 


Les résultats de nos constatations sont indiqués dans le 
tableau VII. 

Notons que le sérum n° 866 n’a provoqué ni précipitation 
ni floculation et que le sérum n° 876 n’a fourni qu’une trés 
légére précipitation, discontinue et non accompagnée de flocu- 
lation. — 


Pour les autres sérums, les réactions de précipitation et de 
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Tasieau VII. 


SERUMS ANTIVIPERINS 


SERUM VENIN | RAPPORT 
antivenimeux |%° Sa a Venin 
en cent, cube | gramme | Sérum 


0,01 4/10 
0,01 4/25 
0,0t 4/50 
0,04 4/75 
0,04 

0.0075 

0,605 

0,0025 | 4/400 
0,004 4/1000 


p. légéro opacitication; P, précipitation nette; Fi, floculation initiale. 


floculation se sont manifestées trés nettement, avec des inten- 
sités différentes. 

Si lon interpréte les résultats de la floculation suivant les 
enseignements de la méthode de Ramon, les sérums n° 862 et 
n° 875 devraient étre considérés comme les plus actifs, vien- 
draient ensuite le sérum n° 861 et enfin le sérum n° 874. 

D’aprés les indications de la précipitation interprétées dans 
le sens de la méthode de M. Nicolle, Césari et Debains, les 
sérums n° 862, n° 875 et n° 874 se classeraient en téte de liste, 
sur un rang d’égalilé, suivis du sérum n° 861. 


On ne saurait évidemment comparer entre elles des valeurs 
établies par des systemes de mesure dissemblables et reposant 
sur des unités spécifiques complétement différentes. Toutefois, 
il tombe sous le sens que sil existait, entre deux valeurs expri- 
mant des propriétés distinctes des sérums antivenimeux, un 
rapport constant, autorisant |’évaluation réciproque de l’un des 
pouvoirs en fonction de l'autre, le classement d’un ensemble 
de sérums par rang de qualité traduit par les fluctuations de l’une 
de ces valeurs serait le méme que le classement fondé sur les 
variations de l’autre. 


Or, en confrontant les classements par ordre de valeur, 
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obtenus sur la base des diverses méthodes de titrage mises 
parallélement en ceuvre au Gours de nos essais, on ne constate 
pas cette concordance. 

Considérant que les résultats du titrage in vivo effectué chez 
le lapin, par voie veineuse, nous donnent la mesure des pro- 
priétés antitoxiques générales des sérums éprouvés et consti- 
tuent par conséquent lecritérium de leur valeur thérapeutique, 
nous devons conclure que ni le pouvoir anticoagulant, ni le 
pouvoir antihémolytique, nile pouvoir précipitant, ni le pou- 
voir floculant des sérums qui ont fait l’objet de nos recherches 
ne correspondent au pouvoir antitoxique et que les détermina- 
tions de ces pouvoirs par les méthodes de titrage zn vitro 
employées par nous ne sont susceptibles d’apporter aucune 
indication utile concernant l’activité des sérums antivipérins 
a l’égard des effets pathogénes du venin de Vipera aspis. 


SUR LA NATURE DES AGGLUTINOGENES 
DES GLOBULES ROUGES DES DIFFERENTS GROUPES 


par R. DUJARRIC DE LA RIVIERE et N. KOSSOVITCH. 


Si l'agglutination des hématies par les sérums correspon- 
dants est un phénoméne facile a réaliser et connu depuis long- 
temps, le mécanisme de ce phénoméne demeure l'une des 
questions les plus obscures de la Biologie. L’agglutination 
résulte d’un processus physico-chimique trés compliqué. La 
difficulté s’augmente encore du fait de la structure tres com- 
plexe, et du reste mal connue, des éléments (agglutinines 
du sérum et agglutinogénes des globules rouges) qui entrent 
en réaction. Nous nous sommes proposé d’étudier la nature 
et les propriétés de l'un de ces éléments : l'agglutinogéne des 
globules rouges. 

Au cours de nos recherches surles groupes sanguins et en 
particulier sur le pouvoir antigénique des globules rouges des 
différents groupes, nous avons été amenés a étudier la nature 
et les propriétés physico-chimiques des isohémoagglutino- 
génes [8]. Nous avons montré que ces agglutinogénes sont 
fixés sur le stroma des globules. 

Mais le stroma globulaire est un complexe d’éléments fort 
divers. Désirant poursuivre nos recherches en utilisant des 
agglutinogénes aussi purifiés que possible, nous nous sommes 
tout d’abord efforcés d’isoler, des autres substances du stroma, 
ces agglutinogénes dont nous avons ensuite étudié certaines 
propriétés physiques et chimiques. 


PREPARATION DE L EXTRAIT GLOBULAIRE. 


Des travaux récents, — et en particulier ceux de Land- 
steiner [41] etde Witebsky [16] — ont montré que les aggluti- 


Les numéros en caractérés gras renvoient alindex bibliographique. 
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nogénes spécifiques peuvent étre extraits du stroma globulaire 
par l’alcool, mais que si cetextrait posséde le pouvoir aggluti- 
nant in vitro, injecté au lapin, il ne provoque pas & lui seul la 
formation d’anticorps spécifiques. Pour obtenir ces anticorps, 
il faut, avant l’injection, mélanger l’extrait avec un sérum, 
particuligrement le sérum de porc. L’extrait alcoolique de 
globules rouges serait de nature lipoidique et constituerait une 
sorte d’antigéne privé de sa fonction immunisante, ce serait un 
« hapténe » suivant la conception de Landsteiner. 

Mais lextraction par l’alcool ne permet pas d’obtenir 
lagglutinogéne a l'état pur; il reste une certaine quantité de 
matiéres protéiques. Pour pousser plus loin la purification nous 
avons, sur les conseils de M. le D" Machebeeuf (1), soumis les 
globules rouges successivement & l’action de l’alcool, de 
l’éther et de l’acétone. Voici la technique que nous avons 
employée: 


1° Exrraction PAR 1’aLcoot. — Le sang est recueilli dans un 
tube. Apres coagulation, le caillot, séparé du sérum — dont le 
groupe sanguin a été préalablement déterminé — est lavéa 
trois ou quatre reprises dans l’eau physiologique. La purée de 
globules, ainsi obtenue, est mélangée a 8 parties d’alcool absolu 
ou & 10 parties d’alcool & 95. Le mélange est agité, par inter- 
valles, durant plusieurs heures, puis laissé, pendant vingt- 
quatre & quarante-huit heures, & la température du laboratoire. 
Il est nécessaire de bien boucher le flacon pour que l’oxygéne 
de l’air ne provoque pas d’oxydation; la meilleure méthode 
consiste & laisser le mélange dans une atmosphere d’azote. On 
filtre le mélange sur un filtre ordinaire; on évapore le filtrat 
dans le vide en chauffant doucement — a 37° — le ballon dans 
lequel on fait le vide. On reprend ensuite par l’eau physiolo- 
gique la masse jaune brunalre quireste aufoud du récipient. 

Cet extrait alcoolique contient les agglutinogénes spéci- 
fiques des groupes. Il est facile de le démontrer en utilisant la 
méthode de l’adsorption (la méthode directe d’agglutination 
n'est plus possible puisque les globules rouges ont été détruits). 
Si, eneffet, on mélange une quantité suffisante de extrait avec 


(1) Auquel nous adressons nos yifs remerciements. 
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Yagelutinine correspondante (A avec «, B avec 8), on constate 
l'adsorption (la fixation) de l’agglutinine, complete si la quan- 
tité d’extrait employé correspond & la teneur du sérum en 
agelulinines, incompléte si cette quantité est inférieure. 


2° EXTRACTION PAR L&THER ET L’ackToNE. — Lorsque l'on a 
évaporé l’alcool de l’extrait globulaire, préparé comme nous 
venons de le dire, on peut constater que ce résidu est complé- 
tement soluble dans |’eau et dans l’alcool, mais ne l’est que 
partiellement dans |’éther. 

Faisons donc agir |’éther sur l’extrait sec (obtenu aprés 
évaporation de l’alcool). Une partie de l’extrait est solubi- 
lisé, mais nous constatons qu’il reste une partie insoluble. 
Séparons la solution éthérée et évaporons |’éther. Reprenons 
le résidu obtenu par l’eau physiologique comme précédem- 
ment et mettons-le en contact avec le sérum correspondant. 
L’adsorption des agglutinines a lieu. L’éther a donc dissout, 
dans le résidu laissé par l’alcool, la partie qui contient l’agglu- 
tinogéne. 

Il reste une partie insoluble, sans intérét pour nous, puis- 
quelle ne contient pas d’agglutinogéne et dont nous pouvons 
nous débarrasser en faisant agir l’acétone. Pour cela, on 
reprend, par un mélange 4 parties égales d’éther et d’eau dis- 
tillée, la masse obtenue en faisant agir l’alcool sur les globules 
rouges puis en éliminant l’alcool par évaporation. On porte 
alors le mélange dans un entonnoir 4 décantation. On agite 
soigneusement; puis on laisse le mélange au repos pour que la 
décantation se produise. Dans l’entonnoir, il se forme alors 
deux couches: l|’éther 4 la partie supérieure, l’eau a la partie 
inférieure. On élimine |’eau en ouvrant Je robinet de l’appareil. 
Au mélange éthéré qui est resté dans l’entonnoir, on ajoute 
trois volumes d’acétone ; on mélange soigneusement. I] se forme 
un précipité floconneux. On utilise la centrifugation pour 
recueillir le précipité obtenu. Le culot de centrifugation est 
constitué par une masse de phosphatides qui contient les 
agglutinogénes dont nous avons constaté la présence par 
adsorption des agglutinines comme précédemment. 

Ces expériences prouvent que l'on peut utiliser pour |’étude 
des agglutinogénes des extraits de globules qui sont d’une 
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préparation et d’un maniement faciles et qui peuvent étre 
obtenus et conservés en quantités importantes pour les besoins 
de lexpérimentation. 


PropritTis PHYSIQUES ET CHIMIQUES DES AGGLUTINOGENES. 


Dans ce premier travail, nous avons étudié les questions 
suivantes: action sur les agglutinogénes de la température et 
des rayons ultra-violets ; tension superficielle ; adsorption par 
des substances adsorbantes non spécifiques (kaolin, charbon, 
hydroxyde d’aluminium) ; propriétés biochimiques. 


1° INFLUENCE DE LA TEMPERATURE SUR LES AGGLUTINOGENES. — 
Pour cette recherche, nous avons employé la technique sui- 
vante: 0 gr. 05 d’extrait sec est dissous dans 10 cent. cubes 
d’alcool & 96°, mélangé & 100 cent. cubes d’eau puis chauffé au 
bain-marie 4 100° pendant plusieurs heures (chauffage discon- 
tinu mais représentant au total une durée de vingt-quatre 
heures). Si, aprés ce chauffage, on pratique l’expérience 
d’adsorption de l’agglutinine par l’extrait, on constate que 
lagglutinogene n’est pas détruit; le sérum perd son aggluti- 
nine complétement ou partiellement, suivant les proportions 
du mélange comme nous l’avons déja indiqué. Ces expériences 
répétées avec les sérums des différents groupes nous ont 
montré que les agglutinogénes A, B et AB gardent leur pouvoir 
d’adsorption d’une fagon égale. 


2° ACTION DES RAYONS ULTRA-VIOLETS. — Les expériences que 
nous avons pratiquées nous ont montré que les ageglutinogénes 
sont réfractaires & l’action des rayons ullra-violets. Pour le. 
démontrer nous avons opéré de la facon suivante : un poids 
déterminé d’extrait globulaire est dissous dans 10 415 volumes 
d'eau physiologique. Apres laction des rayons ultra-violets, nous 
avons desséché la solution et répété lexpérience d’adsorption 
des agglutinines; nous avons constaté que les agglutinogénes 
spécifiques des groupes conseryent leur pouvoir agglutinant et 
que le titre des agglutinines reste le méme dans la presque 
totalité des cas. Rappelons que Schroder [45], étudiant les pro- » 
priétés chimiques et physiques des agglutinines a trouvé de 
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méme que les agglutinines spécifiques des groupes sont réfrac- 
taires & l'action des rayons ultra-violets. 


3° EXPERIENCE D’ADSORPTION DES AGGLUTINOGENES PAR DES SUB- 
STANCES NON SPEctr1QuEsS. — Il nous a paru intéressant de recher- 
cher si les agelutinogénes des différents groupes sont adsorbés 
par le kaolin, le charbon, ’hydroxyde d’aluminium. 

Dans ce but, on prépare une suspension del’extrait globulaire 
dans l'eau distillée (0 gr. 05 pour 20 cent. cubes). On met 
cette suspension au contact de 1 cent. cube d'une suspension a 
5 p. 100 de kaolin. On mélange soigneusement. On centrifuge. 
Le liquide surnageant est soumis a |’épreuve de l’adsorption 
des agglutinines ; dans aucun cas on ne constate la présence 
dagelutinogéne. Le culot de centrifugation est repris par 
10 cent. cubes d’alcool a 96°; aprés mélange soigneux, on filtre 
et, du filtrat, on élimine l’alcool par évaporation. Le résidu 
obtenu est repris par l’eau physiologique; |’épreuve del’adsorp- 
tion montre qu il contient les agglutinogénes. Nous avons 
utilisé la méme technique pour les essais d’adsorption par 
Vhydroxyde @aluminium et nous avons obtenu les mémes 
résultats. 

Ces expériences prouvent que les agglutinogenes sont 
adsorbés par le kaolin et ’hydroxyde d’aluminium mais qu’ils 
peuvent étre récupérés en traitant par l’alcool la substance 
adsorbanle. 

Les expériences pratiquées dans les mémes conditions avec 
du charbon nous ont donné des résultats intéressants. Nous 
avons constaté que les agglutinogénes des groupes A, B et AB 
se comportent différemment. Le charbon n’adsorbe pas V’agglu- 
tinogéne A; celui-ci se retrouve dans le liquide surnageant 
aprés centrifugation. L’agglutinogéne B, au contraire, est 
adsorbé complétement ou en partie par le charbon. Les 
résultats sont les mémes quand on expérimente avec l’aggluti- 
nogéne combiné AB. Dans ce dernier groupe l'agglutinogéne A 
n’est pas adsorbé tandis que B Jest partiellement ou tota- 
lement. 

Ces expériences d’adsorption montrent qu'il existe une diffé- 
rence trés nette dans la facon dont se comportent respecti- 
vement les agglutinogénes A et B. Or, Landsteiner a montré 
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que la spécificité des antigenes est en rapport direct avec leur 
constitution chimique; des antigénes identiques ont une com- 
position chimique identique. En appliquant cette donnée au 
vas qui nous occupe, nous pouvons penser que pour les deux 
caractéres morphologiques des hapténes (agglutinogénes) spéci- 
fiques A et B, la spécificité d’espece et la convergence des carac- 
téres reposent sur !a spécificité de leur constitution chimique. 
Il est possible qu’il existe dans nos extraits globulaires un 
mélange de différents lipoides; que ces lipoides existent en 
combinaisons moléculaires différentes suivant les groupes et 
que ce fait conditionne les réactions immuno-biologiques qui 
permettent d’identifier les différents groupes sanguins. 


5° DETERMINATION DE LA TENSION SUPERFICIELLE. — La mesure 
de la tension superficielle a été faite par M. Lecomte du 
Noiiy (1) suivant sa technique bien connue. 

Ona mesuré la tension superficielle de l’extrait repris parl’eau 
et, par comparaison, celle du mélange de l’extrait avec le sérum 
correspondant. 

La technique a été la suivante : 

a) Tension superficielle de Vextrait : 0 gr. 05 de l'extrait d’un 
groupe déterminé et dissous dans 10 cent. cubes d’eau de 
robinet; — 6) Tension superficielle du sérum seul; — c) Tension 
superficielle du mélange sérum extrait. — 0 gr. 03 d’extrait 
sont mélangés & 0 c.c. 5 de sérum et on ajoute au mélange 
10 cent. cubes d’eau 

Voici les chiffres moyens obtenus : 


GROUPE SANGUIN EXTRAIT EXTRAIT + SERUM SERUM 
A Brg thi. e teu one 66,1 49.0 ileal 
p OSPR Le 3 ICM eS ER hc 65,5 42,6 41,8 
[ERMC Sisas sod oF ote: & 64,4 42,0 40,5 
ORS 5s OM are Pee ea ce 59,4 42,1 40,4 


Eau du robinet : 75,7. 

Les chiffres obtenus montrent que le sérum a une tension 
superficielle inférieure & celle de l’extrait; le mélange sérum 
-+ extrait donne un complexe colloidal qui a un chiffre de ten- 
sion superficielle différent & la fois de celui de chacun des deux 


(1) Nous adressons 4 M. Lecomte du Noiiy nos vifs.remerciements. 
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facteurs entrant dans la combinaison et de celui que l'on 
obliendrait en faisant la somme des chiffres ceractérisant 
chacun de ces facteurs. 


6° PROPRIETES BIOCHIMIQUES DES EXTRAITS CONTENANT LES AGGLU- 
TINOGENES. — Les expériences que nous venons de rapporter 
ont montré que l’extrait globulaire que nous préparons contient 
Yagglutinogéne, qu’il est probablement de nature lipoidique 
et qu'il se trouve contenu dans la fraction phosphatidique des 
stromas. Les expériences d’adsorption par des corps adsorbants 
non spécifiques ont établi qn’il existe une différence entre les 
agelutinogénes A et B. On peut supposer que la lécithine 
existant dans les globules rouges des différents groupes est 
mélangée en proportions variables avec d’autres lipoides et des 
matiéres protéiques. Ces considérations nous ont incités a 
étudier quelques propriétés bio-chimiques des récepleurs A, 
B, AB, O. 

Nous avons d’abord cherché a caractériser l’albumine dans 
les extraits de globules des différents groupes. Toutes les 
réactions : biuret, réaction xanthoprotéique, réaction de Millon, 
ont été négatives avec les extraits de tous les groupes. 

La méthode de Lieberman a montré d’autre part que les 
agglutinogénes A,B, AB et O ne contiennent pas de cholestérol. 

L’extrait globulaire sur lequel nous avons expérimenté est 
done de nature phosphatidique et ne contient ni albumine ni 
cholestérol. 

Nous avons cherché aussi par la technique de Bell et Doisy 
[2] modifiée par Briggs [4] la présence de phosphore lipidique 
dans les extrails de différents groupes; nous avons constaté 
qu'il n'y a pas de différence sensible dans la quantilé de phos- 
phore contenu dans les extraits globulaires de chacun des 
différents groupes; cette quantité est de 8 millig. 48 et 
8 millig. 64 pour 100 cent. cubes de globules rouges. (4). 

Les phosphatides sont nombreux; les lécithines peuvent 
différer par les acides gras saturés et non saturés qui entrent 
dans leur composition et qui peuvent étre caractérisés par 
Yindice d’iode ou indice de Hibl. Nous avons employé la 
méthode décrite par G. Bertrand dans son Manuel [3) pour 
déterminer l'indice d’iode dans nos extraits. Nous avons 
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trouvé des chiffres différant trés sensiblement pour les diffé- 
rents groupes O (81,6), AB (57,8), A (79,6) et B (75,5), le poids 
de la masse examinée étant la méme. 

Les phosphatides existant dans les extraits des globules 
rouges des différents groupes sanguins — ou agglutinogénes 
des groupes — différent donc par leurs indices diode. Cette 
différence indique que les fractions lipoidiques contenant les 
agelutinogénes présentent un mélange d’acides gras saturés et 
non saturés en proportions différentes. Cette différence quanti- 
tative est peut-étre un des facteurs conditionnant la spécificité 
des agglutinogénes des groupes sanguins. Mais la purification 
des extraits contenant les agglutinogénes n’est pas poussée 
assez loin pour permettre une conclusion ferme 4 ce sujet. 

Il est possible que les lécithines jouent un réle important 
dans l'action des agglutinogénes des différents groupes. Dans 
le si remarquable rapport qu il a présenté au I** Congrés Inter- 
national de Microbiologie sur « les lipoides dans ’hémolyse », 
M. le Professeur S. Belfanti{1|atrés justement insisté sur le fait 
que des lécithines qui ne sont pas hémolytiques pour les glo- 
bules rouges le deviennent lorsqu elles subissent par un phéno- 
méne d’hydrolyse (lécithinase) une dégradation de leur état 
moléculaire en devenant de véritables hémolysines ou lysoci- 
thines de Delezenne et Fourneau [5] (travaux de Delezenne, 
Fourneau, Suzanne Ledebt [6)). 

Dans le cas de l’agglutination des globules rouges par les 
sérums, un dédoublement d'un type analogue a celui dont nous 
venons de parler, joue peut-étre un rdle dans l'action des 
agelutinogénes. 

Quant au sérum agglutinant il jouerait le réle de catalyseur. 
On sait qu’en 1902, Flexner et Noguchi [9] ont montré que les 
globules rouges bien centrifugés, soigneusement, lavés, puis 
mis en suspension dans |’eau physiologique ne sont pas hémo- 
lysés par le venin du serpent. Mais que l’addition d’une trace 
de sérum sanguin détermine trés rapidement l’hémolyse. 

Il est possible que des phénoménes du méme ordre se 
passent dans l’agglutination des globules par les sérums des 
différents groupes ; c’est le sujet actuel de nos recherches. 
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LES MODALITES ATYPIQUES 
DE L’INFECTION TRYPANOSOMIENNE CYCLIQUE 
CHEZ LES GLOSSINES 


par E. ROUBAUD. 


Depuis l’époque (1908) ow j’ai fait connaitre le réle joué par 
la salive des Glossines comme milieu de conservation, d’attente 
et de transformation crithidienne des trypanosomes patho- 
genes d’especes diverses, depuis les recherches mémorables de 
Kleine (1909) qui, pour la premiére fois, ont appelé l’attention 
sur le caractére durable du pouvoir infectant des Glossines, 
de nombreux travaux ont permis de préciser le siége et le 
mode de l’évolution cyclique propre aux différents virus. 

On s’accorde actuellementa distinguer pour cette évolution : 
Pévolution salivaire labro-hypopharyngienne primaire ou 
directe qui caractérise les trypanosomes du groupe wivaz-cazal- 
dour, Vévolution labro-hypopharyngienne secondaire ou indi- 
recte qui est propre au groupe congolense-dimorphon; entin 
lévolution salivaire profonde, également indirecte ou secon- 
daire, qui est spéciale aux virus polymorphes gambzense, rho- 
desiense, brucet. 

N’y a-t-il que ces trois différentes modalités, ou mieux, dans 
les trois groupes, le mode évolutif des formes infectieuses 
est-il absolument immuable? C’est ce que je désire examiner 
ici, en reprenant des observations déj& anciennes puisqu’elles 
datent de l'époque (1910-1913) ot j'ai pu poursuivre, avec 
G. Bouet, des recherches sur linfection trypanosomienne des 
différentes espdces de Glossines de l’Ouest africain. 

Au cours de ce long travail de prospection qui nous a 
amenés a faire connaitre le mode évolutif des différents virus — 
animaux propagés par différentes especes de tsé-tsés dans les 
colonies de l'Afrique occidentale frangaise, certaines observa- 
tions sont demeurées dans l’ombre ou n’ont été que sommaire- 
ment décrites. Je désire ici y revenir et les discuter 4 l’appui 
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de certaines données publiées récemment par les auteurs, et 
notamment par H.-L. Duke quia, dans ces derniéres années, 
apporté une solide contribution a lhistoire si complexe du role 
infectant des tsé-tsés. 


I. — Trypanosoma cazalbou. 


Le cycle évolutif normal de ce trypanosome (1) est bien connu 
depuis nos recherches au Dahomey, avec Bouet (1910-I) qui 
ont confirmé et complété celles de Bouffard (1909-1910) au 
Soudan. Le développement est confiné a la trompe. II résulte 
d’un processus de fixation directe immédiate des flagellés A la 
paroi interne du labre, au moment du repas de la mouche, 
lorsque le sang infecté, pris par l’insecte pendant sa succion, se 
trouve mélangé au liquide labial. Il n’y a généralement qu’un 
faible nombre de parasites, parfois un seul, qui demeure 
attaché 4 la trompe au cours du repas de sang. La fixation des 
flagellés s’accompagne de leur transformation trés rapide en 
formes crithidiennes qui deviennent le siége d’une multiplica- 
tion active, de maniére & constituer des colonies multiples en 
touffes plus ou moins compactes. Au fur et & mesure que |’in- 
fection avance en age, les crithidies tendent parfois & s’allonger 
jusqu’a donner naissance, dans les infections anciennes, a ces 
curieuses formes filamenteuses géantes que j'ai décrites dés 
mes premiers travaux, en 1908. Les touffes de crithidies fila- 
menteuses sont observées assez fréquemment. Leurs oscilla- 
tions en touffes d’herbe agitées par le vent, dans le liquide 
Jabial au sein duquel elles plongent, constitue une image sai- 
sissante pour l’observateur. 

En méme temps que s’organise et s’accroit l’infection crithi- 
dienne & l’intérieur du canal labial de la trompe, on voit 
Vhypopharynx envahi peu & peu dans toute son étendue par les 
trypanosomes salivaires (métacycliques) dont j'ai fait égale- 
ment connaitre l’existence dans cet organe, des mes premiers 
travaux, en 1908. 


(4) Je conserve ici la dénomination de cazalbout adoptée lors de nos 
recherches pour ce virus. Il faut entendre évidemment sous cette dénomina- 
tion le groupe 7. vivax des auteurs. 
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Le schéma de cette infection directe est donné dans la 
figure 1. C’est celui qui correspond & |’évolution observée pour 
Tr. vivax par Bruce et ses collaborateurs, pour 7r. uniforme 
par Fraser et Duke, pour Tr. capre, par Bruce, etc. Toutes ces 
especes ne paraissent constituer, en raison de leur évolution 
labiale pure chez la Glossine, sans multiplication intestinale, 
qu’un seul et méme type spécifique d’organismes. 

Je désire ici insister sur un fait particulier, qui n’apparait 
pas bien en général dans les observations des auteurs. C'est 
que lemoment ou les Trypanosomes métacycliques apparaissent 
dans le canal de l’hypopharynx ne coincide pas absolument 


Fie. 1. — Evolution de Tr. cazalboui dans la trompe. 
Coupes transversales schématiques. 
I, Période initiale o& Vhypopharynx (Hyp.) n’est pas encore envahi. Le 
liquide salivaire ne renferme que des formes crithidiennes, fixées ou non 
au labre, ld, 


II. Période définitive. Les formes crithidiennes ont constitué des touffes 


denses, souvent filamenteuses. L'hypopharynx (Hyp.) est envahi par des 
trypanosomes métacyeliques tr. 


avec celui ot les mouches deviennent infeclantes. Sil est 
exact de dire que les Glossines dont l’hypopharynx est envahi 
sont seules capables de transmettre leur infection aux verté- 
brés, ainsi qu’il ressort de nos expériences initiales qui furent 
depuis confirmées par nombre d’expérimentateurs, on ne peut 
dire que la présence des trypanosomes dans l’hypopharynx 


= 


confére toujours a la mouche, et d’emblée, un pouvoir infec- 
tant. 


Par exemple, dans les expériences que nous avons poursuivies 
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au Dahomey, avec G. Bouet, nous avons remarqué que les 
formes métacycliques font leur apparition dans le canal de 
Vhypopharynx, chez Gl. palpalis, déja quarante-huit heures 
aprés le repas infectant. Le quatritme jour, on les y observe 
parfois en assez grand nombre, comme je l’avais déja indiqué 
dans mes premiéres expériences en Afrique Equatoriale (Rou- 
baud, 1908), et comme ila été revu plus tard avec Bouet (1910). 
Cependant les animaux piqués, dans les expériences en ques- 
tion, ne se sont pas infectés. C’est a partir du sixiéme jour 
seulement, dans nos essais du Dahomey, que nous avons vu 
les mouches manifester leur pouvoir infectant pour les verté- 
brés. Et cependant, & ce moment des mouches sont devenues 
infectanles quine renferment encore qu’une petite quantité de 
virus métacyclique dans leur canal hypopharyngien. 

Il semble que les flagellés doivent subir un cerlain temps 
d’accommodalion au milieu Glossine avant de reprendre une 
cerlaine virulence et les phénoménes morphologiques de la 
transformation cyclique ne sont pas seuls & considérer dans le 
phénoméne de retour de la virulence, pour les flagellés qui 
évoluent chez les mouches. 


MopIFICATIONS DU TYPE DE L'INFECTION SALIVAIRE. — La question 
de la disparition spontanée des infections chez les Glossines a 
été récemment discutée par H. L. Duke (1933) qui ne l’admet que 
comme un phénoméne trés rare. Les cas que je vais examiner 
tout d’abord pour 77. cazalboui montreront que cette désinfec- 
tion est loin d’étre une exception. 

En 1908, lors de mes premiéres études sur |’infection sali- 
vaire des Glossines, j’avais établi que l’infection du canal de 
la trompe pouvait s’éteindre spontanément chez les mouches, 
au moins dans les conditions de la captivilé. 

Les recherches que j’ai effectuées plus tard au Dahomey 
m’ont confirmé dans cette maniére de voir en montrant que 
sous l’influence du vieillissement, ou lorsqu’elles sont soumises 
a des conditions hygrométriques différentes de celles que sup- 
portent normalement les Glossines dans leur milieu naturel, 
l'infection de la trompe peut étre considérablement modifiée 
dans sa forme el ses caractéres physiologiques. Si, normale- 
ment, lorsque les mouches sont en bonnes conditions de vie, 
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leur infection peut s’entretenir d’une facon durable pendant 
toute l’existence des mouches, on peut aussi, chez des mouches 
soustraites & leurs conditions normales de vie, la voir dispa- 
raitre plus ou moins complétement. Le cas le plus fréquent 
dans cette extinction partielle de | infection est celui représenté 
dans la figure 2, dans lequel l’infection labiale disparait 
complétement alors que l’infection hypopharyngienne est con- 
servée. 


Osservation 14. — Dans une expérience effectuée au Dahomey avec G. pal- 
palis, une mouche examinée le 2 mars, soit le cinquante-quatriéme jour aprés 
son repas infectant, ne présentait plus que quelques petits amas de formes 
trypanosomiennes a l'extrémité distale de l’hypopharynx. Toute l'infeclion 


ee. 
Fic. 2. — Infection réduite 4 Vhypopharynx (Tr. cazalboui). Les trypanosomes 


salivaires, ér., peuvent étre parfois remplacés par des formes crithi- 
diennes. 


du canal labial avait disparu. Les trypanosomes subsistants formaient de 
petits amas libres d’agglutination, sans aucune adhérence aux parois de 
Yorgane selon le mode habituel. 11 s'agissait manifestement d'une infection 
en cours d’extinction spontanée. 


Ossgrvation 2. — Dans une expérience effectuée le 9 mars avec G. palpalis, 
au Dahomey, une mouche examinée le 25 mars, seize jours aprés le repas 
infectant, montre quelques trypanosomes encore vivants et un certain 
nombre de formes d’altération dans l’intérieur de I'hypopharynx. Aucune 
forme crithidienne vivante n’est visible sur les parois du labre, mais seule- 
ment quelques amas résiduels de flagellés en état d’inyvolution. 


Dans la méme expérience, une mouche morte tout fraiche- 
ment le 1°" mai, cinquante-trois jours aprés le repas infectant, 
montre des trypanosomes inertes uniquement localisés dans le 
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liquide hypopharyngien; aucune forme n’est visible dans le 
canal labial. 

Dans la méme expérience, enfin, une derniére mouche morte 
le 1° juillet, soit cent onze jours apres le repas infectant initial, 
a montré exclusivement de petites formes crithidiennes établies 
dans le canal labial; aucune forme trypanosomienne n’était 
visible dans l’hypopharynx. Cependant, cette mouche avait 
piqué la veille un cabri qui s’est infecté et a présenté des try- 
panosomes le 11 juillet. On peut donc penser, d’aprés les con- 
ditions de l’infection observée vingt-quatre heures plus tard, 
que, au cours de son dernier repas, la mouche s’était totale- 
ment déchargée de ses formes métacycliques infectantes. 

Si par le vieillissement, dans les conditions les plus favo- 
rables de la captivité, les mouches voient ainsi leur infection 
se modifier dans sa forme et tendre a disparaitre, on peut 
expérimentalement, en imposant aux Glossines des conditions 
hygrométriques nettement défavorables, provoquer des phéno- 
ménes analogues de désinfection partielle ou d’évolution anor- 
male, comme I’indiquent les expériences exposées ci-apres. 


@) INFLUENCE DE L’HUMIDITE CONTINUE. 


Expirience 14. — 42 Gl. palpalis prennent des repas infectants massifs 
sur cabri infecté de Tv. cazalboui les 141, 12, 13 et 14 avril. Ces mouches sont 
placées A 23-28°C en chambre humide close, et soumises 4 des conditions 
d’atmosphére saturée continue, sans renouvellement de lair. A partir da 
48 avril, 8 mouches subsistent qui piquent tous les jours un cabri neuf, n° 32. 
L’examen des Glossines est fait A partir du neuviéme jour : une seule mouche 
est reconnue infectée. L’infection est faible, purement crithidienne, Vhypo- 
pharynx est vierge de formes infectantes. 

Le cabri 32 ne s’infecte pas. 


Or, des mouches témoins, soumises aux mémes conditions 
d’infection, mais a l’air libre, avec 70 p. 100 environ d'état 
hygrométrique, se sont infectées dans une proportion de 8 sur 
12, et das le sixiéme jour, parfois mémes dés le deuxiéme 
jour, des trypanosomes métacycliques ont pu étre observés 
dans le canal de |’hypopbarynx. 


b) INFLUENCE DE LAIR SEC. 


Expérience 1. — 12 Gl. palpalis sont placées, avant lout repas infectant, 
dans un récipient de verre ¢los dont Il’air est en partie desséché par quelques 
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4 
pastilles de potasse. La moyenne thermique varie de 23 4 35°C. Repas sur 
cabri-virus les 11, 12, 13 et 14 avril. Du 48 au 20, les mouches qui sont con- 
servées en air sec piquent un cabfti neuf qui ne s’infecte pas. L’examen des 
glossines est fait a partir du neuviéme jour. Aucune infection n’est cons- 


tatée. 


Expérience 2. — 8 mouches sont nourries les 2 et 3 mai sur cabri-virus et, 
seulement aprés repas inofectant, placées en air sec en présence seulement 
d'une pastille de potasse. Elle piquent ensuite un cabri neuf qui ne s’infecte 
pas. Examen le neuviéme jour:4 sur 8 d’entre elles présentent une infection 
légére, avec formes crithidiennes dans la cavité labiale et trypanosomes 
métacycliques dans l’hypopharynx. Le cabri piqué ne s’infecte pas. 


Expériznce 3. — 15 mouches, apres avoir pris deux jours de suite un repas 
infectanl sur cabri, sont placées en air desséché par des pastilles de potasse 
le 13 mai. Elles piquent a partir du quinziéme jour un cabri neuf qui s’infecte 


le 9 juin d’infection mortelle. 
L’examen des mouches pratiqué du 3 au 27 juin donne 3 résultats d’infec- 


tion sur 15. Les infections sont du type normal. 


Des expériences témoins réalisées avec des mouches placées 
dans des conditions d’humidité normale (environ 70 p. 100 
détat hygrométrique) ont donné, dans les mémes conditions 
de repas infectant, respectivement 8 sur 9 et 8 sur 12 Glossines 
infectées. 

Dans les expériences suivantes, on a fait agir l’action de 
Pair sec pendant un temps plus considérable avant que les 
mouches n’aient été mises 8 méme de s’infecter, et le desse- 
chement a été progressivement beaucoup plus poussé que dans 
les expériences précédentes, en utilisant finalement un nombre 
élevé de pastilles de potasse desséchantes pour le méme réci- 


pient (1). 


Expéeience 4. — 10 Gl. palpalis nées au laboratoire sont placées en 
air sec, a 3 pastilles de potasse a partir du 4 juillet. Les 7 et 8, repas infec- 
tant sur cabri-virus, puis les conditions de desséchement relatif de leur 
milieu sont rendues plus accentuées en doublant le nombre des pastilles de 
potasse. 

Les mouches piquent les 18 et 49 juillet un cabri neuf n° 26, et les 27 et 28 
un cabri neuf n° 27. Les deux animaux piqués s’infectent, mais font une 
maladie bénigne a laquelle ils survivent. 


(1) Les expériences ayant été poursuivies en saison humide, il a été néces- 
saire dutiliser des moyens de desséchement plus grands que dans les expé- 
riences précédentes. L’état de fortune de notre installation expérimentale 
dalors ne permettait pas le dosage précis de l'état. hygrométrique dans le 
box d’expérimeuntation. 
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L’examen des glossines ne révéle qu'une seule infection sur 
10 mouches. Cette infection est du type représenté dans la 
figure 2. Elle comporte exclusivement quelques formes trypa- 
nosomiennes dans /’hypopharynz, sans aucune crithidie visible 
dans le reste de la trompe. 


ExpéRiENCE 5. — 6 Gl. pulpalis nées de pupes placées en air dessé- 
ché par la potasse depuis leur formation sont nourries les 7, 8, 9 juillet sur 
cabri-virus, puis placées en air sec en présence de 6, puis 7 pastilles de 
potasse. Elles piquent les 48 et 19 le cabri neuf ne 25, les 27 et 28 le cabrineuf 
n° 28. Les deux animaux's’infectent et font tous deux une infection excep- 
tionnellement sévére; mort le huititme jour aprés apparition des trypano- 
somes pour !’un, le quatriéme jour pour l'autre. 

Les mouches examinées le 29 montrent 2 infections sur 6, du type normal, 
flagellés au labre et 4 l’hypopharynx. 


Cette derniére expérience a paru faire ressortir que les Glos- 
sines accoutumées & l’air sec pendant un temps prolongé au 
cours de leur période nymphale réagissent moins 4 l’influence 
stérilisante de l’air sec que les mouches soumises depuis peu 
de temps a cette influence. 

Il faut retenir de ces données, d’une facon générale, que les 
modifications extérieures du milieu retentissent sur les condi- 
tions physiologiques du milieu salivaire de maniére 4 influencer 
de facon certaine ]’évolution cyclique et la virulence des trypa- 
nosomes. 

Sous l’influence des conditions du milieu, en particulier de 
Tair sec, nous voyons le type de l’infection et son siége se 
modifier parfois dans la trompe des mouches : ou bien les trypa- 
nosomes métacycliques n’apparaissent pas, ou ils n’apparaissent 
que plus tardivement qu’a la normale, ou bien les crithidies dis- 
paraissent et l’'infection se localise, sans doute pendant peu de 
temps, dans l’hypopharynx, présageant |’extinction prochaine 
de infection (1). 

La désinfection des trompes sous Vinfluence de conditions 
extérieures défavorables, nous est également apparue au cours 
de nos expériences effectuées avec G. Bouet (1911), sur Gi. 
morsitans dans la région nord du Dahomey et au Soudan nigé- 
rien, en saison séche. Aussilot aprés la capture, avant l’entrée 


(1) Bouerarp, 1910, a également noté des infections limitées a l’hypopharynx 
dans ses expériences du Soudan, avec Gl. palpalis. 


1 
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en expérience, les G/. morsitans de la région dite du W nigérien, 
montraient une proportion de 4/10 d’infections spontanées du 
type cazalboui. Apres un temps de conservation en captivité 
allant du vingtidme au trente et uniéme jour, les mouches res- 
tantes, nourries tous les jours sur des moutons, ne montrérent 
plus que deux infections sur 13 mouches. Une de ces infections, 
chez une Glossine sacrifiée le vingtiéme jour, était une infection 
exclusive de l’hypopharynx, du type de la figure 2. 

Il ne fait pas pour moi de doute que les actions, surtout 
hygrométriques extérieures, ne contribuent a influencer |’état 
d'infection des mouches. J’ai indiqué déja antérieurement (1910) 
que dans les expériences réalisées au Dahomey en saison séche 
avec des espéces hygrophiles, & une moyenne hygrométrique 
de 70 p. 100, la proportion des trompes infectées, pour un seul 
repas infectant, s'est élevée a 66 p. 100, tandis qu’en saison 
pluvieuse (moyenne hygrométrique = 80 p. 100) elle n’était 
plus que de 12 p. 100, se rapprochant de la proportion observée 
a Brazzaville, dans mes premiéres expériences de 1908, sur 
différents virus. 

L’expérience réalisée dans la méme région du W nigérien, 
avec 150 Glossines tachinotdes (Bouet et Roubaud, 1910), plaide 
également dans le méme sens. Du 26 février au 25 mars, 
150 ¢achinoides prises dans la nature ont piqué successivement 
les animaux suivants : 


IDEN OY CULE EMOK ty Goi 6 G0 6 oo 6 a 6 S Cobaye. 

Diu deca tees ans cick ounce ee Chien. 

Duy A aus Oamnarss aiocus) i nce en eee Mouton neuf D. 
Dw Ora varmanss: ae ok we a een Chien. 
Dur.otanucdmManseain sane eatens: ee wee ae Mouton neuf F. 
Duyl Saul? Gomera te mara ie le mee en aera Chien. 


Des deux animaux sensibles au Tr. casalbout, seul le pre- 
mier mouton (D) s’infecte aprés une incubation de trés longue 
durée (vingt-trois jours). Le deuxiéme mouton (F) fut piqué par 
une cinquintaine de Glossines et ne s'est pas infecté. 

18 des mouches restantes ont été nourries les 25 et 26 mars, 
sur un ane porteur de 77. cazalbout. Du 27 mars au 2 avril, 
ces mouches, mises & piquer sur un cabri neuf, ne l’ont pas 
infecté. 

Ces résultats contrastent nettement avec les résultats oblenus 
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avec la méme espéce de mouches en période humide dans le 
Dahomey moyen ou, & partir du sixiéme jour, 20 mouches, 
infectées expérimentalement, ont transmis une infection mor- 
telle 4 tous les animaux piqués. (Bouet et Roubaud, Ces Annales, 
1910, p. 665.) 

J’ai conclu de tous ces faits, et d'autres qui furent publiés en 
Jeur temps, que les conditions physiologiques auxquelles sont 
soumises les Glossines, sont susceptibles d’influer sur leur 
infection salivaire. La démonstration en est plus facile a faire 
pour les virus du groupe cazalbout-vivar, dont le type évolutif 
cyclique est limité 4 la trompe, que pour les autres types de 
virus dont linfection salivaire est, en principe, entretenue par 
une forte infection intestinale, continue jusqu’a la trompe. 

Le siége ou la forme de l’infection proboscidienne peuvent 
étre influencés par Jes plus ou moins bonnes conditions de vie 
des mouches. Tantdt, nous voyons l’apparition des flagellés 
métacycliques dans l’hypopharynx suspendue ou retardée, 
tantét, au contraire, c’est l'infection crithidienne labiale qui 
s’éteint complétement et le virus n’est plus décelable que dans 
le minime canal de l’hypopharynx. Ce type d’infection nous 
parait, sans conteste, correspondre a un processus d’épuisement 
de l’aptitude infectante. 

Aux modifications de l’infection dans son siége et dans sa 
forme, paraissent s’ajouter également des modifications dans la 
virulence du virus transmis. Ce sont ces faits sur lesquels nous 
nous sommes appuyé pour mettre en évidence les relations 
biogéographiques des Glossines et des virus trypanosomiens 
divers (Roubaud, 1913 a). Les facteurs climatiques ou microcli- 
matiques agissant sur les mouches influent, par contre-coup, sur 
les possibilités d’évolution cycliques des virus. 


ACTION DE LA CHALEUR 
SUR L’BVOLUTION CYCLIQUE DE Jr. caza/bous. 


Dans ces influences climatiques ou microclimatiques suscep- 
tibles de modifier la marche de l’infection chez les Glossines, 
de la favoriser ou de la faire disparailre, ce sont surtout, selon 
moi, les facteurs d’ordre hygrométrique qui se montrent 
capables d’exercer l’action la plus grande. Cela est di a la 
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sensibilité particuliere des Glossines en général a lair sec. 
Mais il est évident que les espéces hygrophiles, comme Gl. pal- 
palis, Gl. tachinoides, Gl. longipalpis, seront sans doute plus 
alfeclées encore par le desséchement de lair que les espeéces 
plus xérophiles comme morsitans. 

L’influence exercée par une haute température sur l’évolution 
cyclique des virus humains chez les tsétsés, a fait l'objet d'une 
discussion récente de H. L. Duke (1933), @ la suite des expé- 
riences de A. W. Taylor sur Gi. tachinoides. Cet auteur a 
montré gu’une température élevée favorise linfection de la 
mouche. Comme I’a fait observer Duke, laction de températures 
anormales peut avoir pour influence de diminuer la résistance 
normale des Glossines a |’infection. 

Chez Gl. palpalis, au Dahomey, j’avais effectué, en 1910, 
une expérience congue dans le méime ordre d’idées, en utilisant 
comme virus 77. cazalboui, plus facile & transmettre aux Glos- 
sines. Cette expérience, qui n’a pas été publiée en son temps 
parce qu'elle avait donné des résultats négatifs, fut lasuivante: 


Trois lots de 15 Gl. palpalis chacun, furent placés : 

Premier lot a 35-38°C., une heure avant le repas infectant, puis, aussitot 
apres, reporté a 35-38°C. pendant trois heures. Aprés ce temps, le lot fut 
reporté a la température ordinaire 22-23°C. 

Deuxiéme lot a 35-38°C., une heure avant le repas infectant, puis, aussitot 
aprés, reporté a la méme température pendant six heures. Aprés ce délai, le 
lot est reporté 4 22-23°C. 

Troisiéme lot, témoin, a 22-23°C. 

Le repas infectant fut fourni par un méme animal (cabri) fortement infecté. 
La disseclion des mouches de chacun des lots fut effectuée neuf jours plus 
tard. Elle a donné les résultats suivants : 

Lot n° f : 2 infections faibles sur 14 mouches. L’une des deux infections 
est encore limitée 4 la période de multiplication crithidienne. Les trypano- 
somes métacycliques ne sont pas apparus dans l'hypopharynx. 

Lot n° 2: 7 infection intense et compléte sur 14 mouches. 

Lot-témoin : 3 infections, dont une forte, les deux autres légéres mais nor- 
males, sur 14 mouches. 


Cette expérience ne permet pas de penser que la haute tem- 
pérature exercant son action pendant la période initiale du 
développement salivaire, ait exercé une action favorisante sur 
le développement. Il semble, au contraire, que la haute tempé- 


rature ait exercé une action plutdt défavorable sur l’aptitude du 
virus & évoluer chez les mouches. 
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INFLUENCE DE LA NATURE DU SANG INGERE SUR L’' INFECTION. 


Certains auteurs, en particulier H. L. Duke (1921), ont déve- 
loppé la thése que la nature du sang ingéré par les Glossines 
influe sur leur aptitude a s’infecter par les virus polymorphes, 
notamment par les virus de souche humaine. Les mouches 
nourries, aprés repas infectant initial, au sang de reptiles ren- 
ferment une proportion moindre d’individus infectés que celles 
qui ont étéconstamment nourries sur des singes 

J’ai effectué au Dahomey, en 1910, des recherches de méme 
nature en partant de 7. cazalbouwi. Les expériences qui 
furent les suivantes n’ont pas permis de constater une influence 
quelconque de la nature du sang ingéré sur |’infection salivaire 
des mouches par le virus monomorphe. 

A. — 15 Gl. palpalis furent nourries du 15 au 25 novembre sur une poule. 
Du 25 au 26, elles prirent un repas infectant sur une chévre infectée de Tr. 
cazalboui, puis furent soumises ensuite a ]’alimentation exclusive au sang de 


poule. 10 des mouches restantes furent sacrifiées et examinées huit jours 
apres le repas infectant. 2/10 infections normales de la trompe furent cons- 


tatées. 


B. — 12 Gl. palpalis furent nourries sur animaux a sang froid (varans, tor- 
tues) du 15 au 25 octobre. Les 25 et 26, elles prirent un repas infectant sur 
chévre infectée de Tr. cazalboui, puis furent soumises 4a l’alimentation exclu- 
sive sur varans et tortues. Le septi¢me jour apres le repas infectant les 
8 mouches restantes furent sacrifiées : 2/8 infections normales de la trompe 


furent constatées. 


Les chiffres d’infections relevés dans ces deux essais sont 
trés semblables au chiffre qui fut habituellement obtenu en 
nourrissant les Glossines au sang des mammiféres. On ne peut 
en conclure que l’alimentation au sang d’oiseau ou de reptile 
exerce une influence défavorable sur l’aptitude des Glossines a 
prendre |’infection salivaire immédiate qui caraclérise les 
virus du groupe cazalboui-vivaz. 


L’INFECTION HYPOPHARYNGIENNE STRICTE, INFECTION TELEOCYCLIQUE. 


Si l’on se rapporte & ce que nous avons dit plus haut, on 
yoit que l’infection a 77. cazalboui se localise parfois chez les 
Glossines 4 la cavité hypopharyngienne, sans que le dévelop- 
pement crithidien au labre soit apparent. G. Bouffard (1910) 
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avait également, au cours de ses mémorables recherches sur 
’évolution et la transmission de Tr. cazalboui, signalé de 
telles infections parfois restreintes & l’hypopharynx chez ses 
Glossines. D’aprés les faits que nous avons exposés, il semble 
bien que ce type d’infection représente une période ullime du 
processus éyolutif salivaire, annongant que la trompe de 
Vinsecte est en cours de stérilisation. J’ai d’ailleurs constaté 
une fois chez une Gi. longipalpis dont Vhypopharynx paraissait 
la seule partie de la trompe encore envahie par les flagellés, un 
petit reliquat de formes crithidiennes a Ventrée du pharynx. 
L’infection, pour la plus grande part limitée & l’hypopharynx, 
représentait done bien le processus terminal ou téléocyclique 
d’une infection en voie d’extinction. J] ne semble pas en effet 
que les trypanosomes logés dans le milieu salivaire du tube 
hypopharyngien soient aptes 4 reproduire ultérieurement 
infection crithidienne du labre. Il ne semble pas non plus, 
du moins le fait n’a jamais été constaté, que les infections 
limitées au canal de l’hypopharynx procédent d’une multipli- 
cation ou d’une évolution sur place de trypanosomes du vertébré 
ayant pénétré directement dans cet organe au cours du repas 
infectant. Il n’a presque jamais été constaté de multiplication 
apparente des trypanosomes dans l’hypopharynx. Ces orga- 
nismes n’y sont pas a l'état de reproduction, mais de repos et 
d’attente et l’on ne concevrait pas bien qu'ils puissent & eux 
seuls entretenir l’infection hypopharyngienne des mouches, 
lorsque les éléments crithidiens multiplicateurs font défaut 
dans le canal labial. 

L’observation citée plus haut montre d’ailleurs qu’a la suite 
d'un repas de sang les mouches dont l’infection labiale est 
affaiblie peuvent décharger plus ou moins complétement leur 
hypopharynx des formes infectanles qu’il renfermait. Cet organe 
n’entretient donc pas par lui-méme son infection. 


Il. — Trypanosoma dimorphon-congolense. 


L’évolution cyclique normale de Tr. dimorphon procade, 
comme on le sait, et comme il a été établi pour la premiere fois 
par nos recherches avec G. Bouet, d’une multiplication initiale 
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dans le tube digestif avec ascension progressive vers l'ceso- 
phage, puis vers la trompe des formes trypanosomiennes de 
multiplication initiale (fig. 3, 1). L’envahissement ultérieur de 
la trompe s’accompagne d’une transformation crithidienne dans 


>) 
f 
a 


Fic. 3. — Schéma de Il'évolulion normale des virus du type Tr. dimorphon- 
congolense, de l'intestin 4 la trompe. Les organes vus en coupes trans- 
versales. 


I. Début de l’envahissement du canal labial par les formes crithidiennes, 
Cr., aprés ascension vers la trompe des grands trypanosomes intestinaux, 
tr. i., qui ont gagné l’cesophage es. 

II. Stade plus avancé. Les trypanosomes métacycliques ér. ont envahi 
Vhypopharynx Hyp. 

i. m., portion de la paroi d’une anse de l'intestin moyen; fr. 7., infection 
intestinale correspondante; m. pér., membrane péritrophique; @s., g. S., 
section de l’uesophage et des glandes salivaires. 
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le liquide labial ot les colonies se multiplient et s'allongent 
comme dans le cas précédent. Déja, au bout du dixiéme jour, 
jal vu les longs trypanosomes d’origine intestinale se fixer aux 
parois du labre. Ultérieurement, on voit apparaitre les petits 
trypanosomes métacycliques facilement reconnaissables a leur 
apparence aflagellée classique, dans le liquide de l hypopharynx 
(tiga. lire) 

Les formes que j’ai jadis étudiées et décrites (1908) en les 
rapportant & Tr. congolense dans les infections totales natu- 
relles des Glossines du Congo sont identiques a celles qui ont 
été observées et figurées par moi (1913 6) dans les infections 
rapportées & Jr. dimorphon de |Ouest africain. Les observa- 
tions des auteurs belges au Katanga lui sont superposables 
ainsi que celles de Duke (1912) pour 77. nanum, de Fraser et 
Duke, Miss Robertson pour 7'r. pecorum, de Bruce (1914) pour 
Tr. sume, etc. 

Ce type de développement dont la figure 3 (I et II) schématise 
les deux principaux stades de l’évolution définitive, est-il le seul 
qui puisse se réaliser? 

J’ai noté dans un cas, chez une Gi. nents du Dahomey, 
une infection naturelle exclusivement réduite 4 la trompe, sans 
aucune trace d’infection intestinale, antérieure ou postérieure. 
L’infection labiale était trés intense ainsi que l’infection hypo- 
pharyngienne dont les trypanosomes salivaires caracléristiques 
purent étre identifiés facilement au type dzmorphon. L’inocu- 
lation de la trompe & un cobaye ne fut malheureusement pas 
suivie d’infection, mais la coloration des flagellés permit de 
distinguer & coup sir cette infection strictement limitée a la 
trompe (comme le représente la fig. 4), des infections sem- 
blables produites par les trypanosomes du groupe vivaz- 
cazalboutr. 

Que faut-il penser de ce type d'infection? S’agit-il d’une 
régression secondaire de l’infection intestinale non suivie de 
régression de l'infection salivaire, ou bien d’une évolution 
immédiate sur place du virus dans le milieu salivaire, suivant 
le mode observé pour le groupe cazalbvut-vivax? 

La désinfection progressive du tube digestif est admise par 
L. Lloyd et W. Johnson (1923-1924) pour les infections imma- 
tures du type congolense, c’est-d-dire pour des infections du 
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tube digestif, mais non pour des infections salivaires. Il semble 
que ces infections une fois établies dans la trompe se main- 
tiennent pendant toute la vie de la mouche. 

L’infection digestive peut effectivement disparaitre en Jais- 
sant l’infection salivaire intacte, comme je l’ai montré, lorsque 
les Glossines sont nourries sur des animaux traités par des 
arsenicaux (atoxyl). L. H. Duke (1913) a vu le méme fait pour 
les virus brucei-gambiense. Mais, dans les conditions naturelles, 
nous n’avons pas beaucoup d’exemples certains établissant que 
les infections du virus & multiplication initiale dans le tube 


Fic. 4. — Cas d’infection réduite ala trompe pour un virus du type dimorphon 
des Glossines longipalpis, au Dahomey. Cr., touffes crithidiennes fixées au 
labre; tr., trypanosomes de l’hypopharynx. 


digestif puissent régresser spontanément. En faveur de cette 
théorie, je citerai seulement, d’aprés mon expérience person- 
nelle, l’observation suivante : J'ai observé chez une G/. longi- 
palpis présentant une infection naturelle par 77. dimorphon, 
au Dahomey, aprés une conservation de trente-cing jours en 
captivité, une infection intense et compléte de la trompe, alors 
que les parties antérieures du tube digestif : pharynx, proven- 
tricule et intestin antérieur élaient complétement vierges de 
tout flagellé. Tout a fait a l’extrémité terminale de l’intestin 
moyen, la mouche présentait seulement un reste de culture 
trypanosomienne. Aucune continuité n’existait plus chez cette 
mouche entre les formes de multiplication intestinale et celles 
du milieu salivaire : le milieu salivaire de la trompe ne ren- 
fermait pas les grands trypanosomes émanés du proventricule 
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que l'on rencontre habituellement dans les infections totales 
dues & ce type de virus. 

On peut donc bien penser ici que le tube digestif de l’insecte 
était le siége d’une désinfection trypanosomienne trés avancée, 
ce processus spontané de stérilisation ayant cependant laissé 
intacte l’infection salivaire. ll est beauconp plus fréquent de 
constater des apparences inverses. 

Dans une autre observation portant par exemple sur une 
Gl. tachinoides ayant pris un repas sur beeuf & d¢morphon, qua- 
rante-sept jours auparavant, j'ai pu constater une infection 
faible du tractus digestif seul, s’arrétant juste & la région pha- 
ryngienne, sans avoir réussi & ensemencer l’infection salivaire 
de la trompe. Comme des infections totales intenses du tube 
digestif ont pu étre observées par moi, déja de cing a sept 
jours aprés le repas infectant, chezles mouches vierges soumises 
aux infections par 77. dimorphon, on est en droit de penser 
qu’une infection, demeurée restreinte au tube digestif, comme 
dans la mouche précédente, apres quarante-sept jours, repré- 
sentait peut-étre le fait d’une régression spontanée de l’infec- 
tion pour les parties antérieures. Mais il est également possible 
que certaines mouches conservent toute leur vie une infection 
réduite au tube digestif seul, sans jamais présenter d'infection 
salivaire, ainsi qu'il a été observé pour les virus humains par 
différents auteurs. Miss Robertson a, par exemple, signalé de 
rares cas ott les mouches infectées de Tr. gambiense peuvent 
présenter des flagellés encore localisés au tube digestif, au cin- 
quante-sixiéme jour, sans que l’infection ait atteint le milieu 
salivaire. Il y a certainement des cas — et les auteurs belges 
Van Hoof et Henrard y sont revenus derniérement (1934) — ot 
les Glossines prennent une infection intestinale typique pour 
des virus comme dimorphun, congolense, brucei, gambiense, etc., 
susceptibles de se multiplier dans l’intestin, sans que jamais 
cette infection parvienne & s’étendre au milieu salivaire pen- 
dant le cours de la vie de la mouche. Mais une désinfection 
progressive et totale du tube digestif, laissant intacte l’infection 
salivaire, est plus difficile & comprendre, au moins pour des 
mouches placées dans des conditions d’alimentation normales. 

En ce qui concerne les virus humains, un certain nombre 
d’observations existent, relatives & des cas d’infection exclusi- 
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vement salivaire, sans infection intestinale, comparables en 
somme a celle que je signale ici pour Tr. dimorphon. Par 
exemple, Duke (1933) relate observation d’une Glossine dont 
les glandes salivaires étaient infectées de Tr. gambiense sans 
qu’aucun parasite fut présent dans le tractus intestinal. Déja 
Bruce (1910) avait noté que 12 Gi. palpalis, reconnues néga- 
tives 4 l'examen du tube digestif avaient, aprés broyage et 
inoculation, infecté des singes. Les auteurs belges L. Van Hoof 
el C. Henrard (1934) relatent également des cas d’infection pure- 
ment salivaire chez des Glossines infectées au gambiense. Dans 
tous ces exemples, comme dans le nétre, il est permis de penser 
que l’infection salivaire exclusive, lorsqu’elle est constatée par 
des virus susceptibles d’évolution intestinale, procéde d’une 
stérilisation préalable de l’infection digestive. Mais ce fait, 
considéré par Duke (1921) comme improbable, n’est pas for- 
mellement démontré. Dans le cas tout au moins des virus du 
type congolense-dimorphon, rien ne s’oppose a l’hypothése que 
dans certains cas, suivant le mode que j'ai formulé, en 1909, 
Vinfection salivaire puisse s’établir d’emblée, d'une facon 
directe sans étre précédée d’une multiplication trypanoso- 
mienne dans le tube digestif. 

De méme que certaines mouches se montrent susceptibles 
d'une infection intestinale durable et typique, sans que jamais 
cette infection parvienne au milieu salivaire, de méme il est 
permis de penser que certaines mouches peuvent prendre d'em- 
blée une infection salivaire durable et typique sans que les 
conditions de leur milieu intestinal y permettent |’établissement 
d'une infection. 

Dans ces cas d'exception pour lesquels l’infection s'est établie 
exclusivement dans le milieu salivaire, la possibilité d'une 
extinction ultérieure et complete de l’infection serait plus facile 
& comprendre que lorsqu il s’agit de mouches complétement 
infectées, de l’intestin au milieu salivaire. Bruce (1914) relate 
lobservation d’une mouche (G/. morsztans) qui, conservée en 
tube pendant treize jours aprés avoir infeclé un lapin et un 
rat, n’avail plus dévelé aucun flagellé dans son organisme, et 
il admet a ce sujet que les Glossines peuvent parfois perdre leur 
infection. Ce serait la, pour Duke (1933), un phénoméne tres 
rare. Nous avons vu cependant que pour les virus a évolulion 
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salivaire directe, type cazalbout, la désinfection salivaire est 
parfois constatée. Rien ne permet de penser qu’il n’en soit pas 
ainsi pour les autres types d’infection, et plus particuliérement 
lorsque l’infection s’est trouvée, secondairement ou de prime 
abord, localisée au milieu salivaire strict. 


Ill. — Trypanosoma pecaudi. 


Nous avons fait connaitre, avec Bouet, que l’évolution 
cyclique de ce virus est comparable & celle des Tr. diumorphon- 
congolense. Des doutes ont été émis par H. L. Duke (1921) relati- 
vement au siége de cette infection dans la cavité labiale et 
Vhypopharynx des glossines. Si le Tr. pecaudi est assimilable 
aux virus dimorphes du type drucez comme on tend & le con- 
cevoir actuellement, il est, en effet, curieux de constater que 
ce virus échappe au processus d’invasion des glandes sali- 
vaires qui caractérise l’évolution des virus du groupe 6rucet- 
gambiense-rhodesiense. 

Pourtant, L. L. Lloyd et W. B. Johnson (1924) ont fait 
observer avec juste raison que l'on avait trop insislé, dans ce 
groupe de virus polymorphes, sur l’absence de flagellés dans 
Ja trompe. La Commission de la Vallée de la Luangwa cite une 
Glossina morsitans dont la trompe était fortement infectée de 
Tr. rhodesiense, en méme temps que les glandes salivaires. 
Lloyd et Johnson, dans 7 cas d’infection constatés chez GJ. 
tachinoitdes, 2 cas pour Tr. gambiense, 5 cas pour Tr. brucei, ont 
observé des trypanosomes du type proventriculaire dans la 
trompe. Chez 2 mouches prises dans la nature et infectées 
expérimentalement avec 77. brucez, des trypanosomes du type 
proventriculaire étaient présents dans la trompe. Chez une 
des mouches, les glandes salivaires étaient infectées, chez 
autre, pas (doc. cit., p. 287). 

Dans deux autres mouches, le proventricule et la trompe 
furent reconnus infectés, mais les glandes salivaires ne mon- 
trérent qu'une infection faible sans flagellés mobiles (doc. cit., 
p- 288). 

Au cours de nos recherches avec G. Bouet, l’infection de la 
trompe des Glossines infectées avec Tr. pecaudi a été décelée 
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dans 4 cas sur 4, pour lesquels il y eut confirmation par Vino- 
culation expérimentale. Dans 2 cas, des trypanosomes du type 
proventriculaire et des Crithidia étaient fixés au labre ou pré- 
sents dans la cavité labiale, en méme temps que des trypano- 
somes métacycliques dans l’hypopharynx. 


Fic. 5. — Type d'infection constatée 4 deux reprises pour Tr. pecaudi, dans 
laquelle le tube digestif était envahi jusqu’aux parties antérieures, mais 
Vinfection de la trompe strictement réduite a la lumiére de lhypopharynx. 
(Méme notation que pour la figure 3.) 


Dans les deux autres cas, linfection du labre ne fut pas 
constatée. On avait affaire & un processus dont les traits géné- 
raux sont exprimés dans le schéma de la figure 5, c’est-a-dire 
infection totale continue du tube digestif, 4 la maniére ordi- 
naire, jusqu’a l’entrée du pharynx et, pour la trompe, infection 
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intense mais limitée exclusivement au canal intérieur de 
Vhypopharynx. Ce type d’infection, si l’on exclut le dévelop- 
pement dans les différentes parties du tube digestif, est compa- 
rable & celui représenté dans la figure 2 pour Tr. cazalbout. 
Je pense, et c’est ainsi que nous |’avons interprété (Bouet et 
Roubaud, 1910, p. 601) qu’encore ici il s’agissait d’une infec- 
tion vieillie, dans laquelle les formes de la cavité labiale ont 
disparu les premiéres. 

Dans l’hypopharynx, les formes rencontrées sont des trypa- 
nosomes semblables 4‘ceux du sang, mais du type long. Dans 
un des deux cas observés d’infection de la trompe réduite a cet 
organe, quelques formes crithidiennes courtes furent décelées 
en trés pelit nombre, fixées au voisinage de J orifice libre de 
l'hypopharynx. L’envahissement profond des glandes salivaires 
n'a pas été vu, mais il serait possible, quoique peu vraisem- 
blable, que les glandes se fussent secondairement désinfectées. 
Je pense, bien que je ne |’ai pas constatée, que pour ce virus 
Pinfection des glandes doit étre réalisable mais, dans mon 
esprit, cette infection salivaire profonde ne représente qu’un 
phénoméne secondaire. Le fait essentiel est que les flagellés 
puissent étre présents dans Ja trompe et capables de provoquer 
des infections. Or, dans chaque cas de nos observations, l'état 
d’infection des Glossines fut décelé par l’examen de la trompe 
et dans deux essais sur deux l’'inoculation de trompes présentant 
une infection complete & la fois du labre et de lhypopharynx a 
transmis 7’. pecaudt aux animaux. 

ll convient, d’autre part, de faire remarquer que dans les 
infections a Tr. pecaudi telles que nous les avons observées 
chez les Glossines, l’infection salivaire proprement dite n’a pas 
été reconnue indispensable pour la reprise de la virulence des 
flagellés. Dans le liquide du pharynx, & l’entrée de la trompe, 
nous avons constaté l’existence de formes trypanosomiennes 
mobiles et actives, & peu prés semblables & celles de l’'hypopha- 
rynx, et l’inoculation de ces parasites & des cobayes a été suivie 
d’infection, dans une expérience sur deux réalisées. On peut done 
penser que l’infection peut parfois se réaliser par simple régur- 
gitation de ces formes pharyngiennes au moment de la piqtre. 

Duke (1933) a fait observer que Bruce et ses collaborateurs 
dans l’Ouganda n’ont pas confirmé l’observation faite par Yorke 
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et ses collégues en Rhodésie suivant lesquelles des formes 
infectantes pour les mammiféres sont présentes dans l'intestin 
des mouches. II considére ces formes infectantes intestinales 
comme des formes des glandes salivaires ramenées dans 
Vintestin des mouches par déglutition. En ce qui concerne Tr. 
pecaudi, nous avons montré avec Bouet (II, 1910, p. 603) 
que, nen seulement les formes du pharynx peuvent, par ino- 
culation expérimentale, reproduire l’infection chez le vertébré, 
mais aussi celles de l’intestin moyen (un essai positif sur deux). 
Dans ce dernier cas, la virulence des formes intestinales n’a 
été constatée que chez une mouche tout fraichement gorgée de 
sang et nous avons pensé que les formes infectantes prove- 
naient d’une déglutition, au moment de la piqtre, des formes 
de la trompe et du pharynx. Mais pour ce qui concerne les 
trypanosomes infectants du pharynx, qui ne sont point tout a 
fait semblables aux trypanosomes du sang ni a ceux de la 
trompe, on ne saurait penser, en raison de leur grande abon- 
dance, & des formes entrainées du milieu salivaire. II parait 
plus rationnel d’estimer que, pour le virus en question, l’infec- 
tiosité pour le verlébré commence & s’établir dés les parties 
tout a fait antérieures du tube digestif, dans le liquide d’origine 
salivaire qui remplit le pharynx. Les trypanosomes qui se mul- 
tiplient dans ce milieu peuvent, sans avoir gagné la cavité 
labiale et !hypopharynx, acquérir les qualités de virulence des 
trypanosomes métacycligues. Sans doule des infections pour- 
ront-elles parfois se produire par simple régurgitation de ces 
formes pharyngiennes au moment du repas des mouches, sans 
que l’entrée en jeu des formes de l’hypopharynx soit nécessaire. 
Mais il est difficile d’en faire la preuve parce que le caractére 
infectant des flagellés du pharynx n’a été observé que chez des 
mouches dont la trompe était également infectée. En fait, c’est 
le milieu salivaire qui, dans ces cas encore, parait représenter 
le conditionnement essentiel de l'infectiosité. 


Conclusions. 


Des délails qui précédent, je concluerai que I’infection 
observée chez les Glussines ne cadre pas toujours rigoureuse- 
Annales de UJnstitut Pasteur, t. 55, n® 3, 1935. 24 


362 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


ment avec les modalités classiques de l’évolution cyclique 
établie pour les différents virus. Il peut y avoir suppression de 
lun ou l'autre des termes de cette évolution dans le tube 
digestif ou les différentes parties de la trompe et les glandes 
salivaires. Ces modifications du mode normal peuvent le plus 
eénéralement nous apparaitre comme une conséquence de la 
désinfection spontanée partielle des mouches. Cette autostéri- 
lisation spontanée est certainement possible. Elle est facile & 
constater pour les virus 4 évolution salivaire directe, du type 
vivar-cazalbont. Mais, d’autre part, rien ne démontre, pour les 
virus & évolution salivaire indirecte (dimorphon-congolense- 
gambiense, etc.), que, dans certaines circonstances, la phase 
iniliale de multiplication intestinale ne puisse étre sautée, et 
infection s’élablir d’emblée dans le milieu salivaire de la 
trompe. On peut également penser, pour les virus polymorphes 
(pecaudi-brucei-, probablement aussi gambiense-rhodesiense), 
que infection profonde des glandes salivaires n'est pas toujours 
nécessaire el qu'elle peut, ou bien disparaitre, ou bien ne pas 
se réaliser de maniére active chez des mouches dont l’hypo- 
pharynx et la cavilé labiale sont, par eux seuls, capables de 
conserver et d’entretenir l’infection. 
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UNE METHODE EFFICACE DE VACCINATION 
CONTRE LA POLIOMYELITE ANTERIEURE AIGUE 


Par Joun A. KOLMER, 


Professeur de médecine & Temple University, 
Directeur du Research Institute of Cutaneous Medecine, 
Philadelphie (U. S. A.). 


Puisque la poliomyélite antérieure aigué est considérée 
comme une maladie & virus immunisante, que les récidives 
sont trés rares el que la majorité des virus, sembient étre 
capables d’immuniser, il était indiqué de poursuivre les 
recherches en vue d’obtenir une méthode sire et efficace de 
vaccination de Lhomme contre cette maladie. 

Une autre raison urgente qui molivait ces recherches est la 
mortalité qui varie de 7,3 & 43 p. 100 dans les différentes épi- 
démies. On observe, en outre, une proportion élevée (25 a 
45 p. 100) de paralysies résiduelles. 

Bien que le nombre des cas soit petit, sauf pendant les 
épidémies, il semble cependant que la poliomyélite augmente 
de fréquence dans le Monde entier. 

Le seul anticorps connu jusqu’a présent ayant une relation 
définie avec la résistance et limmunité dans la polionyélite 
antérieure aigué est celui qui apparait dans le sérum, norma- 
lement ou pendant un accés de la maladie, et se montre capable 
de neutraliser le virus in vitro; cet anticorps est désigné sous 
le nom d’anticorps « antiviral ». La présence d’une certaine 
quantité de cet anticorps dans 0 c. c. 5 de sérum neutralisant 
au moins 10 doses minima de virus de passage du singe semble 
indiquer une résistance effective. 

Il est probable cependant que la résistance & la poliomyélite 
existe dans l’organisme sans quantité démontrable de cet anti- 
corps dans le sang. Cette résistance des tissus peut dépendre 
des cellules sensibles au virus et capables de produire rapi- 
dement l’anticorps en cas d’infection ou de vaccination, ou 
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relever de la « maturation immunity », ou bien encore de l’acti- 
vilé physiologique des tissus. } 

Quoique 83 p. 100 environ des enfants nouveau-nés alent 
de l’anticorps dans le sang, des essais eftectués avec le sérum 
de 20 enfants au-dessous de quatre ans, comprenant 9 sujets 
de mes séries personnelles n’ont pas abouti a la neutralisation 
du virus dans a peu prés 79,2 p. 100 des cas; ces enfants 
étaient apparemment réceptifs. Parmi 159 enfants de cing a 
quatorze ans, comprenant 20 sujets de mes séries personnelles, 
45,5 p. 100 en moyenne n’avaient pas d’anticorps antiviral. 
Sur 128 sujets au-dessus de quinze ans, des adultes en majorité, 
les sérums, dans 24.7 p. 100 des cas, n’ont pas neutralisé le 
virus. 

Dans ces conditions, il semble trés probable qu’un grand 
pourcentage de sujels receptifs se rencontre dans toutes les 
communaulés, particulitrement chez les enfants au-dessous 
de dix ans, ce qui rend une méthode de vaccination efficace 
et sans danger extrémement désirable, surtout pendant les 
épidémies. Ce besoin est d’autant plus grand qu’une immu- 
nilé passive, obtenue par l’injection du sérum de su,et sain 
ou convalescent contenant l’anticorps antiviral, est de courte 
durée. 

Cependant, si la présence de l’anlicorps antiviral dans le 
sérums des sujets sains est due aux attaques sans manifes- 
tations cliniques (subclinical) ou inapparentes de la maladie, la 
facilité avec laquelle il est apparemment produit indique que 
le vaccin pourrait aussi |’engendrer facilement chez un grand 
nombre de sujets susceptibles, Je ne puis partager l’avis de 
ceux qui croient que les procédés de immunisation naturelle, 
quels qu’ils soievt, sont insuffisants, puisqu’un tel nombre de 
personnes, spécialement les enfants, coutractent la maladie 
avant quils puissent développer cette immunité, et, s'ils ne 
meurent pas, guérissent tout en restant estropiés et invalides 
pour le reste de leur vie. 

Puisque les vaccins d’autres virus préparés avec des tissus 
d’animaux, comme ceux de la vaccine (veaux), rage (lapins), 
fievre jaune (souris), psittacose (souris), etc..., immunisent 
Homme, il semble tres probable que les vaccins extraits 
de la moelle épiniére de singes poliomyélitiques vaecineront 
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YHomme. Ainsi, l’anticorps produit par mon vaccin a neu- 
tralisé, chez un nombre d'enfanls, le virus humain obtenu de 
cas mortels au cours de |’épidémie de 1934 en Californie. 

Les vaccins vivants de virus atténués se montrant plus 
efficaces que les virus tués & l’aide de la chaleur ou par des 
procédés chimiques, j’ai employé le ricinoléate de sodium (1) 
comme agent atlénuant, non seulement parce qu'il est connu 
pour ses propriétés désintoxiquantes [3], mais aussi parce que 
Mc Kinley et Larson [4] ont complétement immunisé trois 
singes et partiellement un quatritme, en leur donnant des 
injections intrapéritonéales d’émulsions de virus de moelle 
épiniére de singe, préalablement trailées par le ricinoléate de 
sodium. I] semble que les virus atténués produisent limmu- 
nité, méme lorsquils sont employés en quantités beaucoup 
moindres que les virus tués. Ils possédent aussi l’avantage 
suivant : les virus aprés l’injection se multiplient probablement 
plusieurs fois, exercent une stimulation antigénique continue 
et exigent l'injection de quantités moindres de protéine de 
moelle épiniére; ainsi, ils demandent un effort moins grand 
aux tissus créant l’anticorps et réduisent la possibililé du déve- 
loppement de la sensibilité allergique. 


RfsuLTATS DES VACCINATIONS. 


En 1932-1933, Kolmer et Rule [5] réussirent & vacciner un 
singe partiellement et deux autres animaux complétement, sur 
une série de six, 4 l’aide d’injections sous-cutanées et infracu- 
tanées d’un vaccin composé de 2 p. 100 de moelle épiniére d’un 
singe poliomyélitique dans une solution de ricinoléate de 
sodium 410 p. 100. Plus tard, le vaccin fut composé de 4 p. 100 
de virus de moelle épiniére dans une solution de solution de 
ricinoléate de sodium a1 p. 100 suivant la méthode de prépa- 
ration déja décrite [6]. 

Six singes ont recu 10 injections sous-cutanées de ce vaccin 
plus puissant, & la dose de 0 c. c. 5a 1 cent. cube par kilo- 
cramme tous les cing jours, el 2 autres ont recu 10 injections de 


(4) Je suis reconnaissant ala William S. Merrell Company de Cincinnali, 
Ohio, de m’avoir permis demployer cette substance dans la préparation des 


vaccins. 
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0c. c. 1 par voie intracutanée tous les cing jours. Aucun n’a 
montré le moindre signe clinique de poliomyélite pendant Ja 
période d'immunisation et tous restérent parfaitement sains. 
Lorsqu’ils furent inoculés par voie intracérébrale avec 0 c.c. 2 
de virus frais & 5 p. 100 (approximativement 18 doses minima 
infectantes), un mois aprés la derniére dose, aucun n’a présenté 
de signes cliniques de poliomyélite, alors que les témoins, 
inoculés en méme temps, ont eu la poliomyélite en espace de 
cing & neuf jours et ont succombé. 

Ona fait 5 injections sous-cutanées de 0c. c.1 a1 cent. cube 
par kilogramme 47 singes, une tous les cing jours; 3 autres 
animaux ont recu 5 injections de 0c. c. 1 par voie intracutanée 
tous les cing jours. Aucun de ces animaux n’a présenté de 
signes cliniques de poliomyélite pendant la période dimmuni- 
sation. Eprouvés par voie intracérébrale avec 0 c. c. 2 de sus- 
pension de virus frais 8 5 p. 100, un mois aprés la derniére 
dose, tous sont restés en parfaite santé, a l'exception d’un qui 
ayant recu 5 injections sous-cutanées de 0c.c. 1 par kilogramme 
fut atteint de poliomyélite six jours aprés l’inoculation; il a 
survécu, mais la maladie a dégénéré en paralysie. Tous les 
témoins qui n’avaient pas été vaccinés ont eu la poliomyélite en 
espace de cing 4 sept jours aprés l’inoculation. 

Les singes vaccinés ont été inoculés de nouveau par voie 
intracérébrale sept mois plus tard avec 0 c. c. 2 de suspension 
de virus & 5 p. 100. Tous sont restés sains. Lorsqu’ils ont été 
inoculés, de nouveau, dix-sept mois plus tard ou deux ans 
environ aprés la vaccination, tous, sauf un, sont restés parfai- 
tement indemnes, de sorte qu’a présent nous pouvons déclarer 
que l’'immunité a persisté chez tous les sujets, sauf un, pen- 
dant une période d’au moins deux années aprés la vaccination. 

A la suite de ces observations, M"* Rule et moi, nous nous 
sommes injecté 0c. c. 5,4 ¢. c. 5 et2 cent. cubes de vaccin, 
par voie sous-cutanée tous les cing jours. Les injections ont 
été accompagnées de légéres douleurs, spécialement apres la 
premiére injection, mais ces douleurs ont diminué aprés la 
deuxieme et la troisiéme injection, et se sont calmées rapi- 
dement; il y a eu peu ou pas de réaction locale, sauf toutefois 
pour les doses de 2 cent. cubes, qui ont produit des réactions 
comparables a celles que provoquent les injections sous-cutanées 
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de vaccin rabique. Néanmoins, iln’y a eu ni fiévre, ni réactions 
générales. 

Heureusement, le sérum de notre sang ne possédait aucune 
propriété antivirale avant l'inoculation, ce qui a été prouvé en 
mélangeant 0 c. c.2 de sérum avee 0 c. c. 2 de suspension de 
virus 45 p. 100 et en injectant ce mélange, aprés deux heures 
de contact, par voie intracérébrale & deux singes. Les deux 
animaux ont eu la poliomyélite en sept jours environ. 

Le fait que trois doses de vaccin ont produit de l’anticorps 
antiviral a élé démontré en répétant l’épreuve deux semaines 
aprés la derniére dose de vaccin : deux autres singes, inoculés 
par voile intracérébrale avec un mélange de 0 c.c. 2 de sérum 
et 0 c.c. 2 de suspension de virus & 5 p. 100, aprés deux heures 
de contact, sont restés en parfaite santé, alors qu’un témoin, 
inoculé avec le virus seul, a été paralysé en l’espace de 
six jours et a finalement succombé. Ces résultats ont démontré 
que dans notre cas personnel le vaccin a été, selon toute appa- 
rence, capable de produire l’anticorps pour le virus de la polio- 
myélite et probablement suffisant pour engendrer limmunité. 

Pendant ces quatre derniers mois, nous avons administré le 
vaccin & un groupe choisi de 25 enfants agés de huit mois a 
quinze ans (voir le tableau). Tous ont été immunisés a la 
demande ou avec le consentement écrit de leurs parents. 19 de 
ces enfants étaient 4 l’hdpital de Temple University. Bien que 
tous fussent en bonne santé, la majorité étaient convalescents 
de différentes maladies internes ou chirurgicales. 

15 de ces enfants ont été choisis parce quils n’ont montré 
aucun anticorps dans le sang & |’épreuve du pouvoir neutra- 
lisant sur le singe; 10 autres avaient de l’anticorps dans 
le sang, afin de comparer les deux types dans l’étude. Ces 
épreuves ont été conduites en mélangeant 0 c.c. 5 du sérum 
avec 0 c.c. 5 d’émulsion du virus 4 10 p. 100, en injectant 
ensuite par voie intracérébrale 0 c.c. 5 de chaque mélange 
(aprés environ deux heures de contact au bain-marie a 37°) a 
des singes anesthésiés par |’éther. Les singes témoins, injectés 
avec 0 c.c. 5d’un mélange de 0 ¢. c. 5 d’eau salée physiologique 
stérile et de 0 c.c. 5 de virus aprés deux heures de contact 
dans les mémes conditions, ont été atteints de paralysie en 
l'espace de cing a neuf jours. 
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Des observations concernant les variations de température 
ainsi que des examens du sang ont été faits chez 22 de ces 
enfants, avant et aprés chaque dose de vaccin. 

Une & trois injections sous-culanées étaient données a une 
semaine d'intervalle; la quantité de chaque injection est indi- 
quée dans le tableau. 


° 


TaBLeAu |. 


EPREUVES DOSAGE EPREUVES 
préliminaires din eae finales 

NUMEROS du sérum ies du sérum 
pour BRegele pour 

Yenticorps UA tat l'anticorps 


8 mois. |Raymond B... 
9 mois. | Nicolas V.... 
40 mois. | Phillip B.... 
12 mois. | Joseph W.... 
19 mois. | Howard N.... 
22 mois. | Francis B.... 
4 ans. | Carolyn D.... 
t ans 1/2|Margaret Y.... 
5 ans. Phillip D... 
5 ans. |Elisabeth M.... 
5 ans. Harry W.... 
6 ans. GloniavAves 
6 ans. Joseph R.... 
7 ans. Charles D.... 
7 ans. Mildred G.... 
7 ans. Peter L.... 
7 ans. Elva W.... 
8 ans. Robert K.... 
8 ans. Clinton B.... 
10 ans. | Kathryn D.... 
10 ans. Harold L.. . 
11 ans. | Sidney G.... 
41 ans. Daniel k .. 
41 ans. | George W.... 
15 ans. ARONA Ieee 
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Nota. — 0, pas danticorps; +, anlicorps présent; ++, anticorps augmenté. 


Aucun enfant n'a ressenti de troubles et il n’y a pas eu la 
moindre évidence d’infection. Des réactions locales 4 différents 
degrés ont apparu & l’endroit de l’injection. La premiére dose 
a produit chez un des enfants les plus agés une réaction assez 
sévére : @déme et érythtme, comme apres l’injection de 
toxoide diphtérique, mais chez les autres enfants les réactions 
locales ont été faibles. 

Durant les premidres vingt-quatre heures aprds l'injection, 
et en particulier aprés la premiére injection, la température de 
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certains enfants a monté d’une fraction de degré, et seulement 
dans quelques cas jusqu’é 100.2 F., pour revenir a Ja nor- 
male en quarante-huit heures. 

Le nombre total de leucocytes a augmenté de 500 a 1.200 
par millimétre cube chez certains enfants pendant les vingt- 
quatre heures aprés les injections, en particulier aprés la 
premiére, en raison d'une légére augmentation absolue des 
polymorphonucléaires neutrophiles. Ce changement et les 
faibles variations de température sont attribués aux effets des 
réactions locales, puisqu’ils ont paru varier avec ces derniéres. 

Les épreuves de neutralisation ont été effectuées une semaine 
aprés Ja derniére dose du vaccin en mélangeant 0 c.c. 5 de 
sérum 4 0 c.c. 5 d’émulsion de virus 4 10 p. 100 aprés contact 
du mélange & 37° pendant une ou deux heures et en injectant 
0 c.c. 5 de chaque mélange par voie intracérébrale a des singes 
anesthésiés a |’éther. 

Sur 15 enfants sans anticorps avant l’immunisation, 11, soit 
75 p.100, ont montré des quantités suffisantes d’anticorps pour 
neutraliser le virus aprés immunisation, les singes ne mon- 
trant aucun symptéme d’infection dans les trois ou quatre 
semaines aprés l’inoculation intracérébrale des mélanges du 
sérum et virus, alors que les témoins, inoculés avec 0 c.c. 1 de 
virus seul, ont été atleints de paralysie en l’espace de six a neuf 
jours et ont succombé. 

Il est fort probable que nos injections espacées d'une semaine 
étaient trop rapprochées et que de meilleurs résultats auraient 
été obtenus en administrant les injections & des intervalles plus 
longs. De plus, quoique la production d’anticorps chez certains 
enfants ait paru étre assez rapide aprés l'injection du vaccin, 
ce que je vais discuter bientdt avec plus de détails, il est pro- 
bable que les épreuves de neutralisation par le sérum devraient 
étre retardées d’au moins deux semaines aprés la derniére dose, 
au lieu d’une semaine seulement, comme nous l’avons fait. 

En outre, il faut noter, comme nous l’avons déja mentionné, 
que la majorité des enfants compris dans ce groupe étaient con- 
valescents de maladies internes ou chirurgicales, et que, dans 
ces conditions, la réaction de l’anticorps a pu ne pas étre aussi 
bonne que la réaction des enfants en bon état général. 

Néanmoins, malgré.ces conditions, la production en larges 
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quantités d’anticorps chez 75 p.100 des enfants susceptibles et 
sans anticorps, au moyen d’une & trois doses du vaccin, sans 
effets défavorables, en dehors des faibles réactions locales aux 
endroits de l'injection sous-culanée, indique un degré satis- 
faisanl et efficace d’immunisation. 

De plus, les sérums de 10 enfants dont le sang contenait 
l'anticorps antiviral avant ]a vaccination ont montré une aug- 
mentation marquée de cet anticorps aprés l'immunisation, 
puisque 0 c. c. 5 du sérum mélangé a 0c. c. 5 d’émulsion de 
virus & 50 p. 100 puis laissés deux heures 4 37° et injectés a la 
dose de 0 c.c. 5 par voie intracérébrale 4 des singes anesthésiés 
a l’éther, ont montré une neutralisation compléte. Kn outre, il 
apparait, d’aprés des épreuves quantitatives supplémentaires, 
que le vaccin produit probablement plus d’anticorps chez les 
enfants possédant l’anticorps naturel dans le sang, que chez 
ceux qui n’en ont pas; cela suggére que les cellules des premiers 
sujets sont probablement sensibilisées ou préparées (« tuned 
up ») par linfection inapparente, d’ot résulte la production de 
grandes quantilés supplémentaires d’anticorps aprés une stimu- 
lation supplémentaire du vaccin. 


DosaGE DU VACCIN. 


La question du dosage est, bien entendu, trés importante. 
Les singes qui ont recu un total de 0c. c. 5 par kilogramme en 
doses séparées, au moyen d’injections sous-cutanées, ont été 
vaccinés avec succés. Mais sil est vrai que homme acquiert 
Vimmunité contre la poliomyélite par une infection virulente 
sans manifestations cliniques, il semble que moins de vaccin 
par poids du corps suffirait pour limmuniser d’une facon 
efficace. 

Pensant 4 cette possibililé, et comme facteur supplémen- 
laire de sécurité, j'ai injecté une premiére dose de 0 c. c. 25 
aux enfants au-dessous de trois ans, et de 0 c. c. 5 aux 
enfants plus agés et aux adultes. J’ai fait varier la seconde dose 
de 0c. c.5 & 1 cent. cube, et la troisiéme de 1 & 2 cent. cubes, 
comme l’indique le tableau. 

Des résultats observés jusqu’a présent, on peut déduire que 
trois injections sont suffisantes avec les doses suivantes : 
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De un 4 trois ans : premiére, 0c. ¢. 25; seconde, 0c. c. 5 
troisiéme, 0c. c. 5. 

De quatre a dix ans : premitre, 0c. c. 5.; seconde, 0c. c. 5; 
troisieme, 1 cent. cube. 

De onze & quinze ans : premiére, 0 c. c. 5; seconde, 4 cent. 
cube; troisiéme, 4 cent. cube ou 2 cent. cubes. 

Adultes : premiére, 0c. c. 5; seconde, 1 cent. cube; troi- 
siéme, 2 cent. cubes. 

Chez les enfants de poids normal, les quantités totales de vac- 
cin variaient & peu prés de 0 c. c. 0640. c.1 par kilogramme; 
donc elles étaient environ de cing A dix fois plus petites par 
rapport au poids que celles qui ont élé administrées aux singes. 
Mais j’avais supposé, comme je l’ai déja dit, que l'homme 
a besoin de moins de vaccin que les singes par kilogramme de 
poids; les résultats indiqués dans le tableau semble confirmer 
cette supposition. 

Quoi qu'il en soit, il apparait qu'une ou deux doses du 
vaccin seulement ont produit des anticorps en quantité consi- 
dérable, au moins chez quelques enfants. 

Par exemple, le sérum de Nickolas V. (n°2), dgé de neuf mois, 
et le sérum de Howard N. (n° 5), Agé de dix-neuf mois, se sont 
montrés neutralisants quatre jours aprés une dose de 0c. c. 5; 
le sérum de Joseph W. (n° 4), agé de douze mois, s’est montré 
complétement neutralisant une semaine aprés la seconde dose, 
quoique ce résultat n’ait pas été connu lorsque la troisiéme dose 
ful administrée ; le sérum de Clinton B. (n° 19), agé de huitans, 
s'est montré neutralisant quatre jours aprés la premiére dose de 
0c. c. 5, quoique la seconde et la troisieme doses aient été aussi 
administrées avant que ce résultat fait connu. Ces résultats indi- 
queraient que, chez certains enfants au moins, une ou deux doses 
seraient suffisantes, mais puisque Raymond B. (n° 1), Phillip B. 
(n° 3) et Francis B. (n° 6), n’ont pas montré d’anticorps dans 
leur sérum une semaine aprés la premiére dose, je crois qu'il est 
bon de donner deux, ct méme de préférence trois doses de vaccin. 


RAPIDITE DE LA PRODUCTION DES ANTICORPS. 


J'ai donc observé une production plutét rapide des anticorps 
dans les cas déja mentionnés, a savoir : Nickolas V. (n° 2), 


374 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Howard N. (n° 5) et Clinton B. (n° 19), puisque leur sérum, 
prélevé quatre-vingt-seize heures aprés la premiére dose de 
vaccin a donné une neutralisation compléte. Dans le cas de 
Nickolas V., le sérum prélevé quarante-huit heures aprés la 
premiére dose du vaccin paraissait contenir déja une trés faible 
quantité d’anticorps, car le singe n’a été paralysé que dix-huit 
jours aprés linoculation intracérébrale, tandis que le singe 
de controle et celui qui avait élé éprouvé par le sérum avant 
que le vaccin ne fat administré ont eu une paralysie sévére 
de treize & quatorze jours aprés l’inoculation. 

Une autre preuve de la création rapide des anticorps ressort 
du fait qu'un singe pesant 4 kilogrammes, anesthésié a |’éther, 
injecté par voie intracérébrale avec 0 c. c. 5 du virus & 5p. 100, 
soixante-douze heures aprés une injection sous-cutanée de 
0c. c. 5 de vaccin, est resté sain, tandis que le singe témoin 
a été paralysé huit jours aprés l’inoculation avec seulement 
0c.c.4 du méme virus administréa la méme heure. Néanmoins, 
chez un second singe, qui avait recu la méme dose de vaccin, la 
réaction des anticorps, quoique présente, n'a pas été aussi 
bonne, car cet animal, anesthésié a l’éther, a été paralysé a 
peu pres dix-neuf jours aprés l injection intracérébrale de0c.c 5 
du virus a5 p. 100. 

Kn somme, il apparait que l’anticorps peut étre produit assez 
rapidement au cours de la poliomyélite aprés linjection sous- 
cutanée du vaccin, et pour cette raison, je crois que la vacci- 
nation peut étre uve aide dans Vimmunisation des individus 
pendant les épidémies. De plus, comme je lai déja exposé 
ailieurs {7),il ne semble pas que le vaccin produise une « phase 
négative » décelable ou une période de susceptibilité accrue, 
au moins chez les singes, ce qui parait justifier son emploi 
pour combattre les épidémies de poliomyélite. 


LE VAccIN. 


La méthode de préparation du vaccin a déja 6lé publiée {6}. I 
suffit de souligner ici que nous employons une souche de virus de 
singe de plusieurs passages (Rockefeller Institute) ayant perdu 
la plus grande partie sinon toule sa virulence pour Vhomme. 

Les anticorps que produit ce vaccin sont capables de neutra- 
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liser le virus humain, ce qui ressort du fait, déji mentlionné, 
que les anticorps du sérum de plusieurs des enfants vaccinés ont 
neutralisé complétement le virus humain de l’épidémie de 1934 
en Californie, virus qui m’a été envoyé aimablement par 
M. le Docteur Jessel de Los Angeles, et un second virus de 
singe de troisieme passage, qui m’a été envoyé aimablement 
par M’'e Howilt de San Francisco. 

Le vaccin ne peut pas éire préparé avec du cerveau, car cet 
organe ne contient pas une quantilté suffisante de virus. L’ino- 
culation intracérébrale & des singes de 1 cent. cube d’émulsion 
de cerveau frais 4 50 p. 100 n’a pas infecté, parce que le virus 
était absent ou présent en quantité insuffisante; mais la moelle 
épiniére d'un singe fournit environ 150 cent. cubes de vaccin, 
ce qui est suffisant pour immuniser de 40 4 50 enfants, ceci 
dépendant de lage et du dosage. 

Je crois que le virus du vaccin est atténué a un certain 
point par les quantités de ricinoléale de sodium employées. 
Tandis que l’injection intracérébrale, faite 4 des singes anesthé- 
siés a l’éther, de 0c. c. 4 du virus frais 45 p. 100, a produit 
Ja poliomyélite en huit jours environ, linjection intracéré- 
brale de 0 c. c. 2 de vaccin agé de trois semaines et contenant 
4 p. 100 du virus a produit la poliomyélite en onze jours; tandis 
que le second vaccin, igé de deux mois, a produit la paralysie 
en neuf jours, et le troisi¢me, agé d’environ cing mois, en douze 
jours environ, tous injeclés a la dose de 0 c. c. 2 sous anes- 
thésie a Véther. 

On maintient le vaccin & la température de la chambre au 
moins deux semaines avant de l’employer, et je crois mainte- 
nant qu'un mois vaudrait mieux. Aprés ce temps, l’atténuation 
du vaccin parait s’arréter si le vaccin est conservé a la glaciére 
a 4°, car le vaccin préparé un an auparavant posséde encore a 
peu pres la méme virulence pour le singe et la méme activité 
vaccinanle. 

La difficullé principale dans la préparation est d’empécher 
la contamination des moelles pendant extraction, et aussi de 
préparer des suspensions fines. Nous placons les moelles dans 
une solution de glycérol chimiquement pur 450 p. 100 dans de 
eau salée physiologique stérile, pendant au moins un mois 
avant de les employer. dans la préparation du vaccin; dans ces 
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conditions la grande majorilé des vaccins sont trouvés stériles & 
l’examen bactériologique, trés minutieux, par ensemencement. 

Quoique le ricinoléate de sodium 41 p.100 posséde un certain 
degré d'activité antiseptique (bactériostatic), il est nécessaire 
de prendre grand soin de ne pas contaminer le vaccin pendant 
son emploi. 

Puisque je n’ai jamais observé de moindre réaction facheuse, 
a l’exceplion des réactions locales chez les singes et chez les 
27 sujets humains vaccinés, je n'ai plus aucune crainte d’infec- 
tion provenant de l’injection. 

Non seulement il est possible que le virus de plusieurs pas- 
sages ait perdu sa virulence pour l'homme, mais il est certai- 
nement atténué par l’emploi du ricinoléate de sodium. De plus, 
les injeclions sous-cutanées paraissent ajouter encore un facteur 
important de sécurité, car elles représentent une porte d’entrée 
ou le virus actif a un degré peu élevé de virulence pour les 
singes. Le fait que la premiére dose donnée aux enfants et aux 
adultes est petite (0 c.c. 2540 c.c. 5), et le fait que l’on 
attend sept & dix jours avant d’administrer la seconde dose 
ajoutent encore une garantie étant donné que la réaction de 
lanticorps est trés prompte. Pour ces raisons, je n’hésite pas 
& recommander personnellement le vaccin surtout pendant les 
épidémies. Parmi les premiers qui l’ont recu étaient mes deux 
fils (n* 23 et 25), le cadet n’avait pas d’anticorps dans son 
sérum avant l’administration de la premiére dose de 0c. c. 5. 

I] n’est pas possible & ’heure actuelle de déterminer la durée 
de ’'immunité aprés la vaccination, bien que, comme je l’ai déja 
dit, les singes qui ont été vaccinés il y a deux ans soient encore 
immuns aux injections intracérébrales de virus. Pourtant, si 
limmunité dure un nombre suffisani d’années pour protéger 
les enfants pendant l’age le plus susceptible, jusqu’é ce que 
Vimmunité de maturité soit développée, cela vaut bien la peine. 

A notre connaissance, aucune personne ayant suffisamment 
d’anticorps antiviral dans le sang n’a contracté la poliomyélite. 
A Vheure actuelle, lépreuve de neutralisation par le sérum 
de singe est le procédé le plus sir pour découvrir cette immu- 
nilé humorale [4], car les cuti-réactions [8], les réactions avec 
lor colloidal, la réaction de fixation de Bordet et les épreuves 
de précipitation ont été reconnues imparfaites [9]. L’épreuve — 
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antivirale au singe est & peine nécessaire dans le cas des enfants 
au-dessous de quatre ans, puisque environ 80 p. 100 sont suscep- 
tibles. Dans le cas ot l’on ne soumet pas des enfants plus agés 
et des adultes a l’épreuve, ce sont les médecins et les parents 
quit doivent décider la vaccination, mais je crois que le vaccin 
est a présent disponible pour une immunisation stre et 
efficace, en particulier pendant les épidémies. Et, comme il ya 
probablement une tendance héréditaire & cette maladie, il est 
surtout important de vacciner les enfants dans les familles ot 
la poliomyélite est déja survenue. 


CONCLUSIONS. 


1° Les vaccins vivants, atténués, du virus poliomyélitique de 
la moelle épiniére de singe dans une solution de ricinoléate de 
sodium a4 p. 100 ontimmunisé avec succes les singes de l’es- 
pece Macacus rhesus contre la poliomyélite. 

2° On aadministré trois doses du vaccin par injections sous- 
cutanées aux intervalles d’une semaine, sans aucune réaction 
facheuse, & deux adultes chez lesquels se sont développées de 
grandes quantités d’anticorps. 

3° 25 enfants agés de huit mois & quinze ans ont regu une 
a trois injections de vaccin sur la demande et avec le consen- 
tement de leurs parents. 

4° 15 de ces enfants n’avaient pas d’anticorps dans les 
épreuves de neutralisation par le sérum avant l’immunisation 
et 11 d’entre eux ont montré de grandes quantités d’anticorps 
dans le sang une semaine aprés la derniére dose de vaccin. 

5° 10 de ces enfants ont montré la présence d’anticorps anti- 
viral dans le sang avant !’immunisation, mais chez tous on a 
constaté une augmentation importante de ces anticorps aprés 
la vaccination; de sorte que le vaccin a produit de grandes 
quantités d’anticorps chez 23 sur 27 vaccinés (85 p. 100). 

6° Aucun des 25 enfants n’a présenté la moindre réaction 
facheuse au vaccin. 

7° De faibles réactions locales se sont manifestées aux endroits 
de l'injection sous-cutanée, avec une légére élévation de tempé- 
rature et une leucocytose insignifiante, qui ont disparu en 
quarante-huit heures. 
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8° Le dosage pour leseufants d’un a trois ans a été: 0c. c. 25, 
0c. c. 5 et 0 c. c. 5, & ung semaine diintervalle; pour les 
enfants de quatre & dix ans :0 c.c. 5,0 c.¢.5 et 1 cent. cube; 
pour les enfants de onze & quinze ans: 0c. c. 5, 1 cent. cube et 
1 cent. cube ou 2 cent. cubes. Pour les adultes, les doses recom- 
mandées sont : 0 c. c. 3, 1 cent. cube et 2 cent. cubes. 

9° Le vaccin est préparé avec de la moelle épiniére seu- 
lement, car le cerveau contient trop peu de virus. La moelle 
d'un singe fournira 150 cent. cubes environ de vaccin, ce qui 
est suffisant pour immuniser de 40 a 50 enfants selon lage et 
le dosage. 

10°. [| est probable que le maximum de réaction d’anticorps 
serait obtenu en administrant les injections tous les dix jours 
au lieu de toutes les semaines. 

11° La production des anticorps parait pourtant étre assez 
rapide, puisque chez 3 enfants susceptibles on a trouvé l’anti- 
corps dans le sang quatre jours aprés la premiére injection du 
vaccin; en outre un singe était complétement immunisé et un 
aulre immunisé partiellement quarante-huit heures aprés 
injection sous-cutanée de 0c. c. 5 du vaccin par animal. 

12° Le vaccin ne parait pas produire de « phase négalive » 
démontrable de susceptibilité accrue aprés l injection. 

13° Le vaccin est considéré comme entitrement sans danger 
pour l'immunisation de l’homme non seulement parce qu’il est 
préparé avec du virus de plusieurs passages, qui a probable- 
ment perdu sa virulence pour l’homme, mais aussi en raison 
de son atténuation par le ricinoléate de sodium, de la voie sous- 
cutanée de l’administration et de linjection d’une premiére 
petite dose. 

14° La quantité d’anticorps produits par l’immunisation est 
comparable a celle qui se trouve dans le sang dans l’immunité 
naturelle ; on la croit suffisante pour protéger contre la polio- 
myélite antérieure aigué. La durée de l'immunité aprés la vac- 
cination est inconnue, mais elle a été de prés de deux ans chez 
les singes vaccinés. 

15° Nous croyons que le vaccin est & présent prét pour la 
vaccination, surtout des enfants, contre la poliomyélite, en 
particulier pendant les épidémies. 


FSS 
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LA CUTI-REACTION A‘LA TOXINE DIPHTERIQUE 
SA VALEUR ET SES INDICATIONS 


par Ta. REH. 


(Institut @hygiéne et de bactériologie de ( Université 
de Genéve.) 


Lors de nos premiers essais pour substituer une cuti-réaclion 
avec une toxine hyperactive 4 l'intradermo-réaction avec la 
toxine diluée — selon Schick —, essais relatés & la séance du 
18 janvier 1934 de la Société Médicale de Genéve (1), nous 
laissions entrevoir le caractére spécifique de cette cuti-réaction 
renforcé encore par l’absence probable de toute pseudo- 
réaction. Nous ajoutions que sa valeur pratique et sa technique 
devaient encore étre contrélées sur des collectivités plus nom- 
breuses. Kn effet, nos essais ne comportaient alors que 55 cas, 
de tout age, vaccinés ou non contre la diphtérie. 

Kn mai 1934, nous pouvions déja, d’aprés une expérience 
portant sur 125 cas, fixer la technique, |’évolution et linter- 
prétation de la cuti-réaction (2). 

Knfin, en décembre 1934, nous faisions un rapport sur 
150 cas probants d’application de notre méthode a l’assemblée 
annuelle des médecins officiels au service fédéral de l’hygiéne 
publique. 

Le total de nos cas s’éléve aujourd’hui & 230, chez lesquels 
la cuti-réaction & la toxine diphtérique a prouvé sa valeur 
comme test de réceptivité et sa supériorité pratique sur lintra- 
dermo-réaction de Schick. 

Ces cas se répartissent comme il suit, d’aprés l’age : 


De? 0°a: “2 Vane yes 1 ae Aree eee ee ee 26 
De, 22 L0pansa en ae ake ee ee 447 
BY Re Umer We Hawa Val Kem PaO Gens) oc oa ee Sue yeas eR ook 31 
De45 8,20 ans see. crc eee or cee 24 
Au-dela: 2 SS. ee Bae ees ec 5 


(1) Schweizerische Medizinische Wochenschrifl, n° 22,1934. 
(2) Revue Médicale dela Suisse Romande du 25 mai 1934. 


CUTI-REACTION A LA TOXINE DIPHTERIQUE 381 


Le plus jeune avait six mois, le plus 4gé quarante-cing ans. 
Quel que fat l’age du sujet, la cuti-réaction fut toujours bien 
tolérée; iln’en résulta jamais de com plications locales ou géné- 
rales. 

Aprés l’avoir pratiquée au début avec de la toxine titrant 
16 unités antigénes (1) [toxines servant & la fabrication de 
lanatoxine a trois injections], nous n’avons utilisé par la suile 
que des toxines titrant 30 & 35 unités antigénes (1) [toxines 
servant a la fabrication de l’anatoxine pour la vaccination en 
deux injections]. Ces toxines, tout en conservant ala méthode 
son innocuité, donnaient des réactions plus nettes, de lecture 
plus aisée. L’absence de toute pseudo-réaction nous ayant 6lé 
confirmée par 125 cas, ot des Schick de contrdle provoquaient 
parfois de fausses réactions, nous avons renoncé dés lors a 
l’emploi concomitant de toxine chauffée. 

La technique définitivement adoptée fut la suivante : Au 
moyen d'un mouvement en vrille imprimé au vaccinostyle, on 
fait deux scarifications cutanées punctiformes sur l’avant-bras, 
distantes de 5 centimétres et on dépose sur la scarification 
inférieure, la supérieure servant de {émoin, I goutte de toxine 
qu on laisse sécher a lair. 

La lecture de la réaction se faisait dés le deuxiéme jour; elle 
était des plus nettes au troisiéme. 

Les cuti-réactions 4 la toxine diphtérique furent, & deux 
exceptions prés, de méme sens que les intradermo-réactions de 
Schick, faites concurremment dans 170 cas. Si nos 230 cas 
n’ont pas tous été contrdlés par le Schick, cela tient au fait que, 
dans la derniére école ot nous avons pratiqué la cuti-réaction, 
nous n’avons pu vrocéder qu’a des Schick en « coups de 
sonde ». Le temps matériel nous manquait pour rechercher les 
deux réactions sur chacun des 97 éléves. 

Abstraction faite de son innocuité et de sa spécificité, 
caractéres qu’elle partage avec l'intradermo-réaction de Schick, 
la cuti-réaction a sur cette derniére l’avantage : 

D’étre plus simple et plus facile comme exécution ; 

De ne pas nécessiter le recours 4 une toxine diluée et peu 


(4) Toxines dues a l’obligeance de M. Ramon. Depuis le mois de juin 1934 
nous nous sommes servi de la méme toxine conservée 4 la glaciére, toxine 
recue le 4 juin 1934 et titrant 35 unités antigéenes. 
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stable, mais d’employer une toxine pure, facile & conserver a la 
glaciére ; ] 

D’étre d’interprétation plus sire, ne donnant pas lieu @ une 
pseudo-réaction ; 

De permettre une lecture plus rapide, possible dés le second 
jour (zone d’hyperémie de 3 & 15 millimétres, centrée le plus 
souvent d’une vésico-crottelle) ; 

De jouer enfin, probablement, un certain role d'antigéne par 
la quanlité minime de toxine 4 titre élevé quelle laisse péné- 
trer dans l’organisme. 

Du fait de sa spécificité, les indications de la cuti-réaction 
coincident avec celles de l’intradermo-réaction de Schick, mais 
sa simplicité en permet une application plus étendue, tant 
comme test de réceptivité (discrimination des sujets 4 vacciner) 
que comme contréle d’efficacité de la vaccination. (Nous nous 
en servons actuellement, a l’exclusion du Schick, pour tous les 
éléves que nous adresse a cet effet le médecin en chef des 
écoles.) 

Du fait de sa précocité (apparition dés le second jour), la 
cuti-réaction rend possible — ce qui n’est pas le cas pour] ’intra- 
dermo-réaction d’apparition lente — un cuti-diagnostic suffi- 
samment rapide des angines banales chez les porteurs de — 
bacilles de Loffler pour pouvoir servir de cuti-pronostic. 

L’existence d’angines banales chez les porteurs de bacilles de 
Loffler entrevue en 1917 par Stévenin (1), angines en imposant 
pour des angines diphtériques légitimes, fut confirmée ultérieu- 
rement par la constatation fréquente d'un état réfractaire 
(Schick négatif) chez des sujets atteints d’angine avec présence 
de bacilles de Loffler. Ces angines affectaient l’évolution bénigne 
qu’on a coutume de rencontrer dans les cas de diphtérie chez les 
vaccinés. 

Tout récemment, M. Dopter (1), dans une mise au point de 
la question, rapporte avec les observations de ses prédéces- 
seurs, celles quirésultent d'une enquéte prescrite par lui con- 
cernant les militaires atteinls d’angines avec présence de bacilles 
de Léffler, militaires vaccinés contre la diphtérie ou non vac- 
cinés, mais & Schick négatif. Cette enquéte, qui comportait 


(1) Doerer, La notion des angines banales chez les porteurs de bacilles 
diphtériques. Bulletin de l Académie de Médecine, 18 décembre 1934. 
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144 cas utilisables (c’est-a-dire & Schick précédant la premiére 
injection de sérum), permit d’établir les fails suivants. 

Sur 74 sujets vaccinés contre la diphtérie, le Schick s'est 
montré négatif svixante-cing fois, donc angines diphtériques 
vraies seulement dans 9 cas. Sur 70 sujets non vaccinés contre 
la diphtérie, le Schick s’est montré négatif cinguante-cing fois, 
donc diphtérie en cause quinze fois seulement. 

Par ailleurs, M. Dopter conclut que si la notion de l'exis- 
tence d’angines banales chez les porteurs de germes est appelée 
a renforcer la confiance en l'efficacité de la vaccination, et en 
la valeur spécifique de la réaction de Schick, elle ne saurait 
avoir de portée vraiment pratique. La réponse fournie par la 
réaction négative de Schick ne peut étre obtenue, en effet, que 
six & sept jours aprés Vinjection intradermique de toxine, 
date trop éloignée du début de ja maladie. Or, la cuti-réaction 
a la toxine diphérique permet d’établir dés le deuxiéme jour Ja 
réceplivité ou l'état réfractaire du sujet atteint dune angine a 
bacilles de Loffler. 

Celte discrimination rapide n’autorise, il est vrai — pas 
plus que ne le ferait d’ailleurs un Schick négatif, avant l’at- 
teinte — de modification quelconque dans le traitement spéci- 
fique ou dans les mesures prophylactiques. Mais, vu l’évolution 
généralement peu grave des angines chez les porteurs, la cuti- 
réaction permet, si elle est négative, de porter dés les premiers 
jours de la maladie un pronostic de bénignité probable. 

Tes! de réceptivité ou d'état réfractaire & réponse rapide, 
elle peut done servir utilement au cuti-diagnostic et au cuti- 
pronostic des angines & bacilles de Léffler. 
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ERRATA (55, n° 4, juillet 1938). 


Mémoire Cu. Van Gorpsennoven et Georcrs BERTRAND (p. 74). 


Les clichés 1 A 21 ayant été transposés, le numérotage des deux planches 
de figures (pp. 98 et 99) doit étre rétabli comme il suit : 


Fie. 4 correspond a Fic. 7 de l’explication des planches (p. 104). 


Fie. 2 — 8 — 
[Rue ~ 33 — ) — 
Fic. 4 — 6 — | 
Fic. 6 = 4 * | 
Je, 7 — 12 = | 
Fic. 8 _ MN = 
Figs »9 — 40 — 
Fie. 10 — 43 — 
Fic. 41 — 44 — 
Fic. 12 = 45 fe 
Fic. 13 — 3 = 
Fic. 14 — 2 = 
Fie. 15 — 4 =s 
Fre. 19 a 21 = 
Fie. 21 = 49 a 


Page 101 (explication des planches), fig. 2. Lire : Colonie en bouton (a 
gauche) et en cocarde (a droite). 


Page 102, fig. 19. Lire : Colonie en cratére de bacille de Chauveau (en has). 


Le Gérant : G. Masson. 


Paris. — A. Manrruxux et L. Pactat, imp., 1, rue-Cassette. — 1935, 


